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NICI (‘Negative ion chemical ionization’) 
NEMHA (‘N-(2-Ethyl-6-methylphenyl)-2-hydroxyacetamide’) 
NHANES (‘National Health and Nutrition Examination Survey’) 
NOAEL (‘non-observed adverse effect level’) 
NOEL (‘non-observed effect level’) 
OCPs (Plaguicidas organoclorados) 
OECD (Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económicos) 
OMET (Ometoato) 
OLS (Mínimos cuadrados ordinarios) 
PAHs (Hidrocarburos aromáticos policíclicos) 
PBA (‘3-Phenoxybenzoic acid’) 
PBDEs (Polibromodifenil éteres) 




PP (Propil paraben) 




POPs (Contaminantes orgánicos persistentes) 
PSA (‘Primary and secondary amine’) 
PVC (Policloruro de vinilo) 
QqQ (Espectrómetro de masas de triple cuadrupolo) 
QuEChERS (‘Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe’) 
RfD (Dosis de referencia) 
RD (‘Reverse dosimetry’) 
RRM (Modelo de regresión robusta) 
RSD (Coeficiente de variación) 
RT (Tiempo de retención) 
SBSE (‘stir-bar sorptive extraction’)  
SM-SLLME (‘stir-membrane solid–liquid–liquid microextraction’)  
SPE (Extracción en fase sólida) 
SPME (‘in-tube solid phase microextraction’) 
SRM (‘Selected reaction monitoring’) 
TCPy (‘3,5,6-Thrichloro-2-pyridinol’) 
TDI (Ingesta diaria tolerable) 
TOF (Especrómetro de masas de tiempo de vuelo) 
trans-DCCA (‘trans-(2,2-Dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane-1-carboxylic acid’) 
UAE (extracción asistida por ultrasonidos) 
UA-MSPDE (extración en fase sólida magnética dispersiva asistida por ultrasonidos) 
UF (Factor de incertidumbre) 
UE (Unión Europea) 
UHPLC (‘ultrahigh performance liquid cromatography’) 
VOCs (compuestos orgánicos volátiles y semivolátiles) 
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1. RESUMEN 
La contaminación química es actualmente un grave problema de salud pública. La 
producción de sustancias químicas aumenta a un ritmo vertiginoso, y aunque los países 
desarrollados (OECD) producen la mayoría de las mismas, el crecimiento en países como 
Brasil, India, Indonesia, China o Sudáfrica (BRIICS) se produce con mayor velocidad. 
Un porcentaje elevado de estas sustancias son potencialmente peligrosas para la salud, y 
el ser humano está expuesto a las mismas principalmente mediante ingestión, inhalación 
o por vía dérmica. Consecuentemente, es importante para la protección de la salud 
estudiar el grado de exposición de la población a las distintas sustancias químicas, ya sea 
mediante la monitorización ambiental, estudiando la presencia de contaminantes en los 
diferentes compartimentos ambientales (agua, alimentos, aire, suelo, etc…), o mediante 
la biomonitorización humana, determinando los niveles de biomarcadores de exposición 
en matrices biológicas (sangre, orina, leche materna, etc…). La biomonitorización 
humana nos proporciona datos sobre la exposición interna por lo que integra todas las 
vías de exposición. La presente tesis doctoral está centrada en el estudio de la 
biomoniotorización humana de contaminantes alimentarios mediante el desarrollo de 
metodologías analíticas basadas en cromatografía líquida acoplada a espectrometría de 
masas y la aplicación de las mismas en estudios poblacionales para conocer la exposición 
de la población y llevar a cabo la evaluación del riesgo. 
La tesis está conformada por seis capítulos, que se corresponden con los artículos 
científicos que la sustentan. En general, se pueden agrupar en artículos de desarrollo de 
metodología analítica (capítulos 1, 2 y 3) y en artículos de niveles poblacionales 
(exposición) y de evaluación del riesgo (capítulos 4, 5 y 6).  
Los capítulos 1 y 2 se centran en el análisis de muestras de orina para la determinación 
de plaguicidas mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas de alta 
resolución. El primero está más enfocado a la identificación de nuevos metabolitos en 
orina, mientras que el segundo se centra en la optimización de un método analítico de 
cuantificación. 
En el capítulo 3 se describe el desarrollo de una metodología analítica multiresiduo para 
la determinación de bisfenoles y parabenos en leche materna mediante cromatografía 
líquida acoplada a espectrometría de masas con analizador de triple cuadrupolo. La 
metodología desarrollada se empleó posteriormente en los capítulos 4 y 5 para determinar 
los niveles poblacionales de bisfenoles y parabenos, respectivamente, en madres lactantes 
y llevar a cabo la evaluación del riesgo para sus hijos. 
Por último, en el capítulo 6 se determinan metabolitos de ftalatos en orina en madres 
lactantes y se lleva a cabo la correspondiente evaluación del riesgo. 
Con respecto a los resultados, en el capítulo 1 se llevó a cabo con éxito un análisis 
retrospectivo mediante diferentes enfoques: análisis de sospechosos, análisis de 
desconocidos y análisis multivariante en diferentes poblaciones. El estudio permitió la 
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identificación y confirmación de seis metabolitos de plaguicidas mediante búsqueda de 
sospechosos, la identificación de un metabolito mediante búsqueda de desconocidos, así 
como la diferenciación mediante análisis de componentes principales de las diferentes 
poblaciones estudiadas. 
En el capítulo 2 se optimizaron los parametros espectroméricos de un método de 
cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas de alta resolución tipo 
Orbitrap. Como resultado, el poder de resolución (25.000 FWHM), el tipo de 
fragmentación (CID 40 eV) y el tipo de calibración de masas (cafeína como calibrante 
interno para ESI positivo), demostraron mejorar las prestaciones del análisis en términos 
de sensibilidad y exactitud. 
En el capítulo 3, la utilización de la extracción mediante QuEChERS combinada con la 
determinación mediante espectrometría de masas en tándem y aplicando ionización en 
modo negativo, permitió el desarrollo de un método optimizado y validado para la 
determinación de tres bisfenoles y cuatro parabenos en leche materna con límites de 
cuantificación (LoQ) de entre 0,1 y 0,25 ng/mL.  
En los capítulos 4 y 5 el bisfenol A y los parabenos se detectaron en más del 60% de las 
muestras analizadas, mientras que los bisfenoles F y S presentaron frecuencias de 
detección reducidas (<25%). Las concentraciones de bisfenoles y parabenos en leche se 
encontraron en un rango de entre <LoQ y 49 ng/mL. El estudio de evaluación del riesgo 
para bisfenol A y parabenos en recién nacidos lactantes concluyó que las ingestas diarias 
estimadas de estos compuestos a través de la lactancia no se consideran un riesgo para la 
salud de la población estudiada. 
En el capítulo 6, nueve de los metabolitos de ftalatos estudiados se detectaron en más de 
un 80% de las muestras, mientras que los niveles de metabolitos oscilaron entre <LoQ y 
1291 ng/mL. Los estudios de evaluación del riesgo determinaron que la exposición a 
ftalatos en la población de madres estudiada no superaba los valores límite y, por tanto, 
no se considera que hubiera un riesgo para su salud. 
La cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas permite la determinación 
de biomarcadores de contaminantes alimentarios en los niveles presentes en las muestras 
biológicas. La combinación del uso de técnicas de cuantificación ‘target’ así como otros 
enfoques como la búsqueda de sospechosos o de desconocidos permite conocer el grado 
de exposición de la población a contaminantes y llevar a cabo estudios de evaluación del 
riesgo. En general, se observa que la presencia de contaminantes alimentarios fue elevada 
en las muestras biológicas analizadas, sin embargo, los niveles detectados no se 
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1. RESUM 
La contaminació química és actualment un greu problema de salut pública. La producció 
de substàncies químiques augmenta a un ritme molt elevat, i, tot i que els països 
desenvolupats (OECD) produeixen gran part de les mateixes, el creiximent en països com 
Brasil, India, Indonesia, Xina o Sudàfrica (BRIICS) es produeix a major velocitat. 
Un percentatge elevat d’aquestes substàncies són potencialment perilloses per a la salut i 
l’ésser humà està exposat principalment mitjançant ingestió, inhalació o per via dèrmica. 
Consequentment, és important per a la protecció de la salut estudiar el grau d’exposició 
de la població a les distintes substàncies químiques, ja siga mitjançant la monitorització 
ambiental, estudiant la presència de contaminants en els diferents compartiments 
ambientals (aigua, aliments, aire, sòl, etc…), o mitjançant la biomonitorització humana, 
determinant els nivells de biomarcadors d’exposició en matrius biològiques (sang, orina, 
llet materna, etc…). La biomonitorització humana integra totes les vies d’exposició i ens 
proporciona dades sobre l’exposició interna. La present tesi doctoral està centrada en 
l’estudi de la biomonitorització humana de contaminants alimentaris mitjançant el 
desenvolupament de metodologies analítiques basades en cromatografia líquida acoblada 
a espectrometria de masses i l’aplicació de les mateixes en estudis poblacionals per 
coneixer l’exposició de la població i dur a terme l’avaluació del risc. 
La tesi està formada per sis capítols, que es corresponen amb els articles científics que 
componen la tesi. En general, es poden agrupar en artícles de desenvolupament de 
metodologia analítica (capítols 1, 2 i 3) i en articles de nivells poblacionals (exposició) i 
d’avaluació del risc (capítols 4, 5 i 6). 
Els capítols 1 i 2 es centren en l’anàlisi de mostres d’orina per a la determinació de 
plaguicides mitjançant cromatografia líquida acoblada a espectrometria de masses d’alta 
resolució. El primer està més enfocat a la identificació de nous metabòlits en orina, i el 
segon es centra en l’optimització d’un mètode analític de quantificació. 
Al capítol 3 es descriu el desenvolupament d’una metodologia analítica multiresidu per a 
la determinació de bisfenols i parabens en llet materna mitjançant cromatografia líquida 
acoblada a espectrometria de masses amb analitzador de triple quadrupol. La metodologia 
desenvolupada es va utilitzar posteriorment als capítols 4 i 5 per a determinar els nivells 
poblacionals de bisfenols i parabens, respectivament, en mares lactants i dur a terme 
l’avaluació del risc per als seus fills. 
Per últim, al capítol 6 es determinen metabòlits de ftalats en orina en mares lactants i es 
du a terme la corresponent avaluació del risc. 
Respecte als resultats, al capítol 1 es va dur a terme en èxit un anàlisi retrospectiu 
mitjançant diferents enfocaments: anàlisi de sospitosos, anàlisi de desconeguts i anàlisi 
multivariant de diferents poblacions. L’estudi va permetre la identificació i confirmació 
de sis metabòlits de plaguicides mitjançant búsqueda de sospitosos i anàlisi multivariant 
de diferents poblacions. L’estudi va permetre la identificació i confirmació de sis 
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metabòlits de plaguicides mitjançant búsqueda de sospitosos, la identificació d’un 
metabolit mitjançant búsqueda de desconeguts i la diferenciació mitjançant anàlisi de 
components principals de les diferents poblacions estudiades. 
Al capítol 2 s’optimitzaren els paràmetres espectromètrics d’un mètode de cromatografia 
líquida acoblada a espectrometria de masses d’alta resolució tipus Orbitrap. Com a 
resultat, el poder de resolució (25.000 FWHM), el tipus de fragmentació (CID 40 eV) i el 
tipus de calibració de masses (cafeïna com a calibrant intern per a ESI positiu), mostraren 
les millors prestacions en quant a sensibilitat i exactitud. 
Al capítol 3, la utilització de l’extracció mitjaçant QuEChERS combinada amb la 
determinació mitjançant espectrometria de masses en tàndem i aplicant ionització en 
mode negatiu, van permetre el desenvolupament d’un mètode optimizat i validat per a la 
determinació de tres bisfenols i quatre parabens en llet materna amb límits de 
quantificació (LoQ) entre 0,1 i 0,25 ng/mL. 
Als capítols 4 i 5 el bisfenol A i els parabens es detectaren en més del 60% de les mostres 
analitzades, mentre que els bisfenols F i S presentaren freqüències de detecció reduïdes 
(<25%). Les concentracions de bisfenols i parabens en llet es trobaren en un interval de 
entre <LoQ i 49 ng/mL. L’estudi d’avaluació del risc per a bisfenol A i parabens en 
nadons lactants va concloure que les ingestes diaries estimades d’aquestos compostos a 
través de la lactància no eren perilloses per a la salut de la població estudiada. 
Al capítol 6, nou dels metabòlits de ftalats estudiats es detectaren en més de un 80% de 
les mostres, mentre que els nivells de metabòlits oscil·laren entre <LoQ i 1291 ng/mL. 
Els estudis d’avaluació del risc determinaren que l’exposició a ftalats en la població de 
mares estudiada no superava els valors límit i, per tant, no es considera que hagués un 
risc per a la seua salut. 
La cromatografia líquida acoblada a espectrometria de masses permet la determinació de 
biomarcadors de contaminants alimentaris als nivells presents en les mostres biològiques. 
La combinació de l’ús de tècniques de quantificació ‘target’ i altres metodologies amb un 
enfocament de búsqueda de sospitosos o desconeguts permet coneixer el grau d’exposició 
de la població a contaminants i dur a terme estudis d’avaluació del risc. En general, 
s’observa que la presència de contaminants alimentaris va ser elevada en les mostres 
biològiques analitzades, tanmateix, els nivells detectats no es consideren perillosos per a 
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1. ABSTRACT 
Chemical pollution is currently a paramount public health concern. Chemical production 
has spread rapidly and despite its production is mainly focused in OECD nations, in 
countries as Brazil, India, Indonesia, China or South Africa (BRIICS) the production is 
growing rapidly. A high ratio of these compounds are considered potentially life-
threatening and human beings are exposed to them through ingestion, inhalation and 
dermal exposure mainly. Consequently, in order to ensure health safety, the exposure of 
population to chemicals must be assessed through environmental monitoring, studying 
the presence of contaminants in environmental compartments (water, food, air, soil, 
etc…), or through human biomonitoring, assessing the levels of exposure biomarkers in 
biological matrices (blood, urine, human milk, etc…), which informs about the internal 
exposure and integrates all the routes of exposure. The present doctoral thesis is focused 
in the study of human biomonitoring of food contaminants through the development of 
analytical methodologies fundamented on liquid chromatography coupled to mass 
spectrometry in order to assesss the exposure of the populantion and implement the risk 
assessment. 
The thesis is composed of six chapters, which correspond with six scientific papers. In 
general they can be grouped as analitcal method development papers (chapters 1, 2 and 
3) and papers focused on exposure and risk assessment (chapters 4, 5 and 6). 
Chapters 1 and 2 are focused on the determination of pesticide biomarkers in urine 
samples through liquid chromatography coupled to high resolution mass spectrometry. In 
the first chapter the objective is the identification of new metaoblites in urine, while the 
second is focused in the optimization of a quantification analytical method. 
In chapter 3 the development of a multiresidue analytical methodology for the 
determination of bisphenols and phthalates in human milk is described. The method is 
based on liquid chromatography coupled to triple quadrupole mass spectrometry.  This 
method is applied in chapters 4 and 5 for the determination of levels of bisphenols and 
parabens, respectively, in lactating mothers and the implementation of a risk assessment 
study in breastfed newborns. 
Finally, in chapter 6 urinary phthalate metabolites are determined in urine of lactating 
mothers and a risk asssessment study is implemented. 
Regarding results, in chapter 1 a retrospective analysis was implemented through 
different approaches: suspect screening, unkonwn analysis and multivariant analysis of 
different populations. The study allowed the identification and confirmation of six 
pesticide metabolites through suspect screening, the identification of one metabolite 
through unknonwn analysis, and the separation of the different studied populations 
through principal component analysis. 
In chapter 2, the spectrometric parameters of a method of liquid chromatography coupled 
to an Orpitrap high resolution mass spectrometer were optimized. As a result, the 
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resolving power (25,000 FWHM), the fragmentation (CID 40 eV) and the mass 
calibration in ESI positive with caffeine as lock mass were selected in order to improve 
the analytical performance in terms of sensitivity and accuracy. 
In chapter 3, QhEChERS extraction combined with the determination using tandem mass 
spectrometry and negative ionization allowed the development of an analytical method 
for the determination of three bisphenols and four parabens in human milk with limits of 
quantification (LoQ) ranging from 0.1 to 0.25 ng/mL. 
In chapter 4 and 5, bisphenol A and parabens were detected in more than 60% of the 
samples, while the bisphenols F and S showed reduced detection frequencies (<25%). 
The concentrations of bisphenols and parabens in human milk ranged from <LoQ and 49 
ng/mL. The risk assessment study for bisphenol A and parabens concluded that the 
estimated daily intakes of these compounds through breasfeeding in newborns were not 
considered dangerous for the studied population. 
In chapter 6, nine phthalate metabolites were detected in more than 80% of samples and 
the concentrations ranged from <LoQ to 1291 ng/mL. The risk assessment studies 
determined that the phthalate exposure of the mother population studied did not exceeded 
the threshold values and, therefore, a health risk derived from the exposure to phthalates 
was discarded. 
Liquid chromatography coupled to mass spectrometry allows the determination of food 
contaminant biomarkers at concentrations usually present in biological matrices. The use 
of quantification approaches (target) combined with other approaches such as suspect 
screening or unkonwn analysis allows to study the exposure of the population to 
contaminants and to implement risk assessment studies. In general, the presence of food 
contaminants was elevated in the samples analyzed, however, the levels detected were 
not considered dangerous for the populations studied. 
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Las sustancias químicas forman parte de la vida cotidiana de la sociedad actual, juegan 
un papel muy importante en todos los sectores económicos y facilitan la vida de millones 
de personas. La producción de sustancias químicas continúa creciendo en todo el mundo, 
especialmente en los países fuera de la OECD (Figura 1). En la Unión Europea (UE) se 
produjeron en 2016 cerca de 350 millones de toneladas de sustancias químicas 
(EUROSTAT, 2020), las cuales tienen una gran variedad de usos como en productos de 
limpieza, materiales de construcción, productos textiles, plásticos, aditivos alimentarios, 
baterías, pinturas, artículos del hogar, etc. Sin embargo, gran parte de estas sustancias 
pueden representar un riesgo para la salud (Li & Suh, 2019). Se estima que 
aproximadamente un 62% de las sustancias químicas consumidas en la UE en 2016 eran 
potencialmente peligrosas para la salud (UNEP, 2019).  Junto a las sustancias fabricadas 
con alguna finalidad tecnológica, algunos compuestos químicos peligrosos se generan de 
forma involuntaria como productos secundarios o subproductos en procesos industriales, 
o se emiten como consecuencia de actividades antropogénicas (p. ej. el tráfico) o causas 
naturales como los incendios o erupciones volcánicas. A este último grupo pertenecen 
muchos de los grupos de los contaminantes altamente tóxicos como las dioxinas y los 




Figura 1. Proyección de producción de compuestos químicos por región (en ventas) entre 2010 
y 2050 (adaptado de OECD, 2012). 
 
 
La contaminación química es uno de los principales factores de morbilidad y mortalidad. 
Los principales efectos sobre la salud por exposición a contaminantes son las alteraciones 
en el neurodesarrollo y las interacciones con el sistema endocrino (Landrigan et al. 
2018). Las muertes atribuidas a la contaminación química en el mundo en 2016 
ascendieron a 1,6 millones de personas, y cerca de 45 millones de años de vida ajustados 
por discapacidad (DALYs) (WHO, 2018). En la Figura 2 se detallan las distintas 
patologías y causas que generaron estas muertes. Además, actualmente ha crecido la 
exposición a contaminantes químicos emergentes que están comenzando a ser 






























Naciones Unidas a establecer entre los objetivos de la Agenda 2030 la reducción del 
número de muertes y enfermedades debidas a exposición a sustancias químicas y a la 
contaminación del aire, agua y suelo (UN, 2019). 
 
Figura 2. Distribución de las causas de muerte (1,6 millones) relacionadas con la exposición a 
sustancias químicas (adaptado de UNEP, 2019). 
 
Las contaminantes se distribuyen desde las fuentes al medioambiente y entran en el 
cuerpo humano por inhalación, absorción dérmica o ingestión (ver Figuras 3 y 4). 
 
Figura 3. Esquema de las fuentes y rutas de exposición a contaminantes (adaptado 





















La población está expuesta por vía inhalatoria a los contaminantes presentes tanto en el 
aire ambiente como en el aire interior y la absorción de los mismos se produce en los 
pulmones. Los contaminantes más estudiados en aire son los NOx, el SO2, el O3, el CO, 
las partículas en suspensión, los compuestos orgánicos volátiles y semivolatiles (VOCs), 
y el radón (Leung, 2015). Otros contaminantes químicos presentes en aire son los PAHs 
(Kim et al., 2013) y las dioxinas (Lohmann & Jones, 1998), así como contaminantes 
emergentes como retardantes de llama, sustancias perfluoroalquiladas, plastificantes 




Figura 4. Esquema de los mecanismos de absorción de contaminantes químicos en el cuerpo 
humano (adaptado de Rice et al., 2008). 
 
La absorción dérmica ocurre principalmente a través de la piel aunque también a través 
de otros órganos como los ojos. El contacto dérmico se produce en diferentes situaciones: 
contacto con agua durante el baño, lavado de manos o natación; contacto con el suelo en 
actividades como la jardinería, la construcción o juegos en el exterior; contacto con 
productos comerciales como cosméticos; en el desarrollo de ciertas actividades 
profesionales como la aplicación de plaguicidas; o contacto con polvo o residuos 
químicos presentes en alfombras, suelos o ropa (EPA, 2011). Entre los contaminantes a 
los que la población está expuesta por contacto dérmico están: los retardantes de llama; 
algunos metales como níquel, cromo o cobalto; algunos plaguicidas como piretroides, 
organofosforados y carbamatos; filtros solares como benzofenonas; conservantes como 





La exposición mediante ingestión se produce principalmente a través de la dieta. La 
contaminación química de los alimentos es un problema global de seguridad alimentaria. 
Las causas de la contaminación de los alimentos son variadas: ésta puede ser debida a la 
presencia de contaminantes en el medioambiente como en el caso del mercurio o las 
dioxinas; a actividades humanas como la aplicación de plaguicidas u otros productos 
químicos agrícolas; a la generación de contaminantes durante la elaboración o procesado 
de alimentos; o también se puede producir por migración de los contaminantes desde el 
material de envasado a los alimentos (Thompson & Darwish, 2019). Además, la 
población está expuesta también a través de la ingesta de agua. La contaminación del agua 
puede producirse en la fuente de suministro (agua subterránea o agua superficial); durante 
el tratamiento de las aguas con compuestos químicos; o después del tratamiento, mediante 
el lixiviado de contaminantes desde las vías de conducción de agua o la migración desde 
los envases donde se almacena (EPA, 2011). En el caso de los recién nacidos, la 
exposición mediante ingestión se debe principalmente a la leche materna. La leche 
materna es la principal fuente de nutrición para muchos recién nacidos durante los 
primeros meses de vida y presenta numerosos beneficios ya que los protege de infecciones 
y favorece su desarrollo cognitivo. Sin embargo, algunos contaminantes pueden 
encontrarse en la leche materna debido a la exposición de las madres a los mismos (EPA, 
2011). Aunque los beneficios de la lactancia son superiores a los riesgos por exposición 
que implica, se deben llevar a cabo estudios para controlar y tratar de reducir la 
contaminación (Picone & Paolillo, 2013). 
Los contaminantes a los que la población está expuesta a través de la dieta son de grupos 
muy variados como metales, contaminantes orgánicos persistentes, plaguicidas, 
plastificantes, conservantes o productos formados durante el procesado de los alimentos 
como los PAHs y la acrilamida. Algunos de los metales presentes en la dieta que 
presentan un mayor riesgo para la población son: el mercurio, presente principalmente en 
peces de gran tamaño (Carocci et al., 2016); el plomo en cereales (EFSA, 2010a); el 
cadmio en cereales y vegetales (EFSA, 2012); y el arsénico en arroz (Upadhyay et al., 
2019). Entre los contaminantes orgánicos persistentes están las dioxinas, furanos, 
policlorobifenilos (PCBs) y plaguicidas organoclorados (OCPs), que se encuentran en 
alimentos muy variados como huevos, aceite, lácteos, pescados, productos cárnicos, 
frutas y verduras (Guo et al., 2019). Durante las últimas décadas se han diseñado 
plaguicidas no persistentes como organofosforados, carbamatos y piretroides. Estos 
compuestos no se bioacumulan pero pueden presentar efectos nocivos sobre la salud y se 
encuentran principalmente en vegetales (Carvalho, 2017). Por otro lado, los alimentos 
en contacto con materiales plásticos pueden contener bisfenoles o ftalatos que migran 
desde los envases y se consideran disruptores endocrinos (Almeida et al., 2018; Serrano 
et al., 2014). Algunos aditivos alimentarios como los conservantes pueden tener efectos 
nocivos para la salud a grandes dosis. Por ejemplo, los parabenos, que se utilizan 
principalmente en productos cosméticos y fármacos aunque también en la industria 
alimentaria (Bledzka et al 2014). También existen contaminantes que se forman durante 
el procesado y/o cocción de los alimentos, como los PAHs o la acrilamida (Zelinkova & 





Debido a la variedad de fuentes y rutas de exposición y al ingente número de 
contaminantes que existen, se han desarrollado diferentes metodologías para evaluar el 




El exposoma es un concepto relativamente reciente acuñado por Wild (2005) definido 
inicialmente como ‘el conjunto de la exposición a factores ambientales a lo largo de la 
vida del individuo’. Con este término se pretende enfatizar el papel de la exposición 
ambiental en el desarrollo de enfermedades crónicas y de este modo complementar la 
relevancia del genoma. Posteriormente, Miller & Jones (2014) redefinieron el concepto 
del exposoma como ‘la medida acumulada de factores ambientales y sus respuestas 
biológicas asociadas a lo largo de la vida incluyendo las exposiciones derivadas del 
ambiente, la dieta, el comportamiento y los procesos endógenos’. Es importante resaltar 
que en esta segunda definición del exposoma se incluye el papel de los ‘procesos 
endógenos’, es decir, los cambios producidos en el organismo derivados de la exposición 
a factores ambientales (ej: mutaciones en el ADN, formación de aductos, alteración de 
proteínas…) y las modificaciones que produce el organismo en los agentes ambientales 
(ej: metabolismo de contaminantes químicos). Por otro lado, se debe destacar que, a 
diferencia del genoma, el objetivo del estudio del exposoma está principalmente enfocado 
a la toma de decisiones en el ámbito de la salud pública (Wild, 2012). 
Debido a la complejidad y amplitud del concepto de exposoma, es necesario definir y 
clasificar los agentes y factores que lo componen. Wild (2012) clasifica el exposoma en 
tres categorías: exposición interna, exposición externa específica y exposición externa 
general (Figura 5). La exposición interna incluye los procesos internos del organismo 
tales como el metabolismo, las hormonas, la morfología del cuerpo, la actividad física, 
los procesos de inflamación, el estrés oxidativo, el envejecimiento o la microflora 
intestinal. La exposición externa específica engloba a los contaminantes químicos, la 
radiación, los agentes infecciosos, la dieta, el estilo de vida (consumo de alcohol, 
tabaco…). Por último, la exposición externa general incluye los factores sociales, 
económicos y psicológicos, como la educación, el estatus financiero, el estrés psicológico 
y mental o el clima. Hay que señalar que la frontera que divide a estas tres categorías en 
algunas ocasiones es difusa y algunos tipos de exposición pueden ser englobados en más 
de una categoría como por ejemplo la actividad física que puede formar parte tanto de la 
exposición interna como de la exposición externa específica. Además, algunas 
exposiciones están interconectadas entre sí, en especial, las exposiciones internas pueden 
ser consecuencia directa o indirecta de una exposición externa (p. ej. una exposición 
interna como la inflamación puede derivar de una exposición externa específica como la 







Figura 5. Exposoma: clasificación de sus componentes en función del tipo de exposición 
(adaptado de Wild, 2012). 
 
Existen diferentes estrategias para llevar a cabo el estudio del exposoma. En primer lugar, 
debe tenerse en cuenta que el concepto del exposoma implica una variación a lo largo del 
tiempo ya que incluye todas las exposiciones acumuladas desde la concepción hasta la 
muerte del individuo. Esta variación temporal incrementa la complejidad del estudio del 
exposoma ya que evaluar la exposición de forma continua implica una serie de retos 
analíticos y económicos que son inabordables en la mayoría de los casos. Como 
alternativa, se puede evaluar el exposoma mediante la medición puntual en etapas críticas 
de la vida, en especial en aquellas en las que se lleva a cabo el desarrollo del individuo. 
Así, se pueden realizar ‘capturas’ del exposoma en cada una de las etapas de la vida: 
gestación, primera infancia, infancia, adolescencia y madurez (Rappaport & Smith, 
2010; Wild, 2012).  
Por otro lado, también existen diferentes enfoques para el estudio del exposoma en 
función de si la medición se lleva a cabo en la fuente de exposición (estrategia 
descendente o ‘bottom-up’) o en el medio interno (estrategia ascendente o ‘top-down’) 
(Rappaport & Smith, 2010). En el caso de la exposición a compuestos químicos o 
exposoma químico, la estrategia descendente corresponde a la monitorización ambiental 
y la estrategia ascendente a la biomonitorización en humanos (BH) (Figura 6). La 
monitorización ambiental se centra en la determinación de los contaminantes en matrices 
ambientales como aire, agua y alimentos a través de las cuales la población está expuesta 
(EEA, 2008). Este enfoque nos permite conocer cuáles son las fuentes de exposición a 
contaminantes, así como llevar a cabo una evaluación del riesgo basada en los niveles de 
los contaminantes en las fuentes de exposición (Eskola et al., 2019). En contraste, la BH 
se centra en la determinación de los contaminantes o sus metabolitos en muestras 
biológicas, de manera que mide de manera integrada la contaminación proveniente de 





evaluación del riesgo global, por lo que es útil para evaluar de manera conjunta la eficacia 
de las medidas de prevención del riesgo (Aylward, 2018; Roca & Yusà, 2013).  
 
 
Figura 6. Estrategias de estudio de la exposición a contaminantes químicos. 
 
2.2. Biomonitorización humana 
Inicialmente, la BH se utilizó para estudiar la exposición ocupacional a contaminantes. 
Sin embargo, durante la segunda mitad del siglo XX se empezó a implantar en estudios 
ambientales en la población general, siendo uno de los ejemplos más conocidos la 
detección del descenso de niveles de plomo en sangre de la población estadounidense 
durante la segunda mitad del siglo XX como consecuencia de la restricción del uso de 
plomo en la gasolina, pinturas y otros artículos (Creager, 2018). Durante las dos últimas 
décadas el número de estudios de BH se ha incrementado significativamente (Bocato et 
al., 2019). En la Figura 7 se muestra el número de programas de BH implantados en el 
mundo en los que se estudian diferentes tipos de contaminantes alimentarios (Choi et al., 
2015a). Los contaminantes alimentarios más estudiados en BH son los metales (Castaño 
et al., 2015; Berglund et al., 2015); seguidos por los contaminantes orgánicos 
bioacumulables como PCBs, OCPs, perfluorados (PFCs), polibromodifenil éteres 
(PBDEs), dioxinas y furanos (Haines et al., 2017; Weldon & LaKind, 2016); y los 
contaminantes orgánicos no bioacumulables como fenoles, ftalatos, PAHs, acrilamida, 
clorofenoles y algunas familias de plaguicidas (organofosforados, piretroides y 
carbamatos) (Khoury et al., 2018; Timchalk, 2011). Las matrices más utilizadas son la 







Figura 7. Número de programas de BH en el mundo con los distintos tipos de 
contaminantes alimentarios incluidos en los mismos (adaptado de Choi et al., 
2015a). 
 
La mayoría de los estudios utilizan lo que se podría denominar BH tradicional o análisis 
‘target’, es decir, análisis de muestras biológicas para cuantificar un reducido o no muy 
amplio número de biomarcadores ya conocidos. Sin embargo, las mejorías de los equipos 
analíticos y la implantación del concepto de exposoma han motivado el desarrollo de 
métodos de ‘screening’ que permiten la identificación de un elevado número de sustancias 
potencialmente presentes en las muestras a analizar (‘suspect screening’ o análisis de 
sospechosos) o de métodos orientados a la búsqueda de sustancias no conocidas 
(‘unknown analysis’ o análisis de desconocidos) (Bocato et al., 2019). 
 
2.2.1. Matrices 
Las matrices más utilizadas para la biomonitorización de la población general son la 
sangre y la orina. Sin embargo, la BH también se puede llevar a cabo en otras matrices 
como el pelo (Castaño et al., 2015), las uñas (Li et al., 2013), los dientes (Andra et al., 
2015), la saliva (Michalke et al., 2015a), el sudor (Omokhodion & Howard, 1991) o 
las heces (Sahlstrom et al., 2015). También se pueden estudiar otros tipos de matrices 
biológicas características de algunos grupos de población o de etapas de la vida concretas 
como la gestación (placenta, cordón umbilical, líquido amniótico y meconio) (Cooke, 
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(semen) (Song et al., 2018) o los pacientes de ciertas patologías (cálculos renales) (Kuta 
et al., 2016). Por último, también se han llevado a cabo estudios en otras matrices más 
invasivas y difíciles de recolectar como el líquido cefalorraquídeo (Michalke et al., 
2015b) o el hígado (Cooke, 2014). Se deben tener en cuenta los procesos toxicocinéticos 
de absorción, distribución, metabolismo y excreción (Gupta, 2016) para seleccionar la 
matriz más adecuada para estudiar los contaminantes de interés. Además, en función del 
tipo de matriz y del analito a estudiar, la información que proporciona el análisis puede 
corresponder a una exposición reciente o acumulada tal y como se indica en la Figura 8 
(Needham & Sexton, 2000). 
 
 
Figura 8. Variación temporal, tras exposición, de las concentraciones de 
biomarcadores de contaminantes bioacumulables (A) y de excreción rápida (B) 
libres en sangre, formando aductos en sangre con albumina o hemoglobina, y en 
orina (adaptado de Needham & Sexton, 2000). 
 
La Tabla 1 describe algunas de las características de interés de las principales matrices 
utilizadas en BH (sangre, orina, leche materna y pelo).  
La sangre es una de las matrices más utilizadas en la BH debido a que permite la detección 
de un gran número de contaminantes y además irriga todos los órganos y tejidos del 
cuerpo, por lo que el nivel de un contaminante en sangre es buen indicador del grado de 
exposición  al  mismo  (Angerer  et   al., 2007).   Es especialmente útil en el caso de 





Tabla 1. Características de las principales matrices biológicas utilizadas en los estudios de BH. 
 Sangre (Sangre total, suero o plasma) Orina (orina 24h o ‘spot urine’) Leche materna Pelo 
Contaminantes 
estudiados 
Metales como Pb, Hg total, 
metilmercurio, Cd, o As total 
(Saravanabhavan et al., 2017); 
contaminantes orgánicos persistentes 
como OCPs, PBDEs, PCBs, dioxinas y 
furanos (Pumarega et al., 2016); y, en 
menor medida, algunos contaminantes 
orgánicos no persistentes como 
acrilamida formando aductos con 
hemoglobina (Hays & Aylward, 2008) 
Principalmente metales como Sb, As 
total, especies de As, Hg inorgánico, 
Pb o Cd (Saravanabhavan et al., 
2017); y biomarcadores de 
contaminantes orgánicos no 
persistentes como ftalatos, PAHs, 
plaguicidas, bisfenoles (Khoury et 
al., 2018), acrilamida (Hays & 
Aylward, 2008); o parabenos 
(Honda et al., 2018). 
Metales como Pb, Hg o Cd 
(Yurdakök, 2015); contaminantes 
orgánicos persistentes como OCPs, 
PBDEs, PCBs, dioxinas y furanos 
(Mannetje et al., 2012); y no 
persistentes como bisfenoles 
(Mendonca et al., 2014), parabenos o 
metabolitos de ftalatos (Schlumpf et 
al., 2010). 
Metales como Hg o Pb 
(Esplugas et al., 2019); 
contaminantes orgánicos 
persistentes como OCPs, 
PBDEs, PCBs, dioxinas, 
furanos y PFCs (Król et al., 
2013); y algunos 
contaminantes orgánicos no 
persistentes como parabenos, 
bisfenoles o metabolitos de 
ftalatos (Martín et al., 2019; 




Para biomarcadores de contaminantes 
persistentes los niveles en sangre 
reflejan exposición acumulada (meses o 
años).  En el caso de contaminantes 
persistentes y no persistentes que 
forman aductos con proteinas o ADN la 
ventana de exposición es de días o pocos 
meses (Needham & Sexton, 2000). 
Los niveles de biomarcadores de 
contaminantes no persistentes en 
esta matriz reflejan exposición 
reciente (horas o días) (Needham & 
Sexton, 2000). 
En contaminantes persistentes indica 
exposición acumulada pero se deben 
tener en cuenta los procesos de 
depuración a lo largo de la lactancia 
(National Research, 2006; LaKind 
et al., 2004). 
Permite conocer exposición a 
largo plazo y exposición 
relativamente reciente. En 
función de la distancia entre el 
segmento de pelo a analizar y 
el extremo del pelo en contacto 
con el cuero cabelludo se 
puede determinar el periodo de 
tiempo en el que se produjo la 
exposición (Smolders et al., 
2009). Sin embargo, tan solo 
está validado el uso de esta 
matriz para estudiar los niveles 
de Hg. 
Ajuste niveles - En el caso de ‘spot urine’ se usan los 
niveles de creatinina, la osmolalidad 
o la gravedad específica (Middleton 
et al., 2016). 
En el caso de compuestos persistentes 
se usa la masa de grasa en leche 








Tabla 1. (Continuación) 
 Sangre (Sangre total, suero o plasma) Orina (orina 24h o ‘spot urine’) Leche materna Pelo 
Ventajas Permite conocer la exposición en la 
población general. Irriga todos los 
órganos y tejidos del cuerpo por lo que 
es un buen indicador del grado de 
exposición (Angerer et al., 2007).  
Permite conocer la exposición de la 
población general. Facilidad de 
toma de muestra en el caso de ‘spot 
urine’. No existe limitación de 
volumen salvo en recién nacidos o 
niños pequeños (<.4 años) 
(National Research, 2006). 
Permite conocer la exposición tanto de 
las madres como de los recién nacidos 
lactantes (Schlumpf et al., 2010). 
Permite conocer la exposición 
de la población general. 
Permite conocer el periodo de 
tiempo en el que se produjo la 
exposición. Facilidad de toma 
de muestra y conservación 
(Esteban & Castaño, 2009). 
Limitaciones Se trata de una matriz invasiva, existe 
limitación de volumen y requiere de 
personal especializado para la toma de 
muestra. Dificultad de transporte y 
conservación de la muestra (Rockett et 
al., 2004; Tuck et al., 2009; National 
Research, 2006). 
En el caso de orina 24h la toma de 
muestra puede implicar ciertas 
dificultades. En el caso de ‘spot 
urine’ los niveles deben ajustarse 
(Esteban & Castaño, 2009). 
Solo disponible en un grupo 
poblacional reducido (madres 
lactantes). Dificultad para tomar 
muestras durante los primeros 
días/semanas tras el parto, 
especialmente en madres primiparas 
(National Research, 2006). 
Posibilidad de contaminación 
externa (Scharmm, 2008). 
Excepto en el caso del Hg, no 






sangre están en equilibrio con los niveles en los depósitos grasos del organismo. Tras la 
absorción, los niveles de contaminante en sangre decrecen rápidamente hasta que se 
alcanza un equilibrio entre los niveles en los depósitos y la sangre, y, a partir de este 
momento, el descenso de los niveles se produce paulatinamente. Por lo tanto, la sangre es 
válida para evaluar la exposición interna a estos contaminantes a largo plazo (National 
Research, 2006). La sangre también se utiliza para la biomonitorización de 
contaminantes no persistentes que forman aductos con proteinas o ADN y, por tanto, 
aumentan el periodo de tiempo en el que están presentes en sangre tras su exposición 
(Needham & Sexton, 2000), como la acrilamida que forma aductos con hemoglobina 
(Hays & Aylward, 2008) (ver Tabla 1). En función del tipo de biomarcador a determinar, 
se puede analizar la sangre total, el plasma y/o el suero sanguíneo (Harvey et al., 2016). 
Por otro lado, la sangre presenta algunos inconvenientes principalmente relacionados con 
la dificultad de la toma de muestra mediante venopunción ya que se trata de un muestreo 
invasivo, precisa de personal cualificado y conlleva un riesgo de contagio para el personal 
que toma la muestra (Rockett et al., 2004). Además, en el caso de necesitar grandes 
volúmenes para llevar a cabo el análisis, puede no ser adecuada en algunas poblaciones 
como niños o mujeres embarazadas (National Research, 2006). Otros inconvenientes 
son la dificultad de transporte y la conservación de las muestras y, en caso de llevar a 
cabo el análisis en plasma y/o suero, se debe llevar a cabo un pretratamiento de muestra 
(Rockett et al., 2004; Tuck et al., 2009). Existen alternativas a la toma de muestra por 
venopunción como el ‘dried blood spot’ o gota de sangre seca (Poothong et al., 2019; Li 
& Tse, 2010) que tan solo precisan de pequeños volúmenes de sangre y facilitan el 
proceso de muestreo y conservación de la muestra, reduciendo los costes e inconvenientes 
del muestreo tradicional. 
Junto con la sangre, la orina es la matriz más utilizada en estudios de BH (Angerer et al., 
2007). Las personas generan alrededor de 1,4 L de orina al día con un residuo sólido seco 
de 59 g/día. Las variaciones en el volumen excretado de orina se deben principalmente a 
diferencias en edad, actividad física, condiciones ambientales y toma de agua, sal y 
proteínas. Su pH es de alrededor de 6,2 y algunos de sus componentes principales son el 
agua, el potasio, el calcio, el magnesio, la urea, la creatina, la creatinina y el ácido úrico 
(Rose et al., 2015; National Research, 2006). A diferencia de la sangre, la toma de 
muestra de orina no es invasiva (Alves et al., 2014) y permite la recolección de grandes 
volúmenes de muestra por lo que facilita la detección de contaminantes presentes a bajas 
concentraciones (Angerer et al., 2007). En el caso de recién nacidos el volumen de 
muestra sí que puede ser limitante debido a que es muy reducido y debe recogerse de los 
pañales. También debe tenerse en cuenta que en niños de 2 a 4 años el volumen de muestra 
también es más reducido que en la población general (National Research, 2006). En 
orina, los contaminantes pueden encontrarse inalterados, como metabolitos de fase I y/o 
como metabolitos de fase II conjugados (Moos et al., 2016; Frederiksen et al., 2007). 
Cuando se estudian contaminantes que dan lugar a metabolitos conjugados con grupos 
glucuronido y/o sulfato, generalmente se lleva a cabo un tratamiento enzimático con β-
glucuronidasas y/o sulfatasas con objeto de hidrolizarlos previamente a su cuantificación 





recolectar el total de orina excretada durante un día (‘24h urine’), la recolección de 
muestras de orina puntuales (‘spot urine’) o recolección de la primera orina de la mañana. 
La recolección de las dos últimas es menos costosa pero tiene como inconveniente que 
no permite diferenciar el grado de dilución de las orinas por lo que es recomendable 
ajustar las concentraciones de los biomarcadores detectados con los niveles de creatinina, 
la osmolalidad, la gravedad específica u otros métodos (Esteban & Castaño, 2009; 
Middleton et al., 2016). La concentración de creatinina en orina oscila entre 0,3 y 2,1 
g/L. Se debe tener en cuenta que la concentración varía en base a la dilución de la orina 
pero también está correlacionada con el peso corporal, la masa muscular y el consumo de 
proteínas, siendo mayor en hombres que en mujeres (Rose et al., 2015; Middleton et al., 
2016). Tal y como se observa en la Tabla 1, la biomonitorización en orina está 
especialmente indicada para el estudio de metales y contaminantes orgánicos o 
metabolitos hidrosolubes con semividas cortas, por lo que es indicador de exposición 
reciente o de una exposición continuada (Esteban & Castaño, 2009; National Research, 
2006). Aunque existen algunos estudios de BH de contaminantes persistentes en orina en 
general se recomiendan otras matrices para evaluar la exposición a este tipo de 
compuestos (Esteban & Castaño, 2009; Alves et al., 2014). 
La BH en leche materna es de enorme utilidad ya que proporciona información tanto de 
la exposición interna de las madres lactantes como de la exposición externa de los recién 
nacidos a través de la ingesta. Esta última tiene una gran relevancia en el contexto de la 
evaluación del riesgo ya que los neonatos presentan una mayor vulnerabilidad a los 
contaminantes debido a que su organismo se encuentra en fase de desarrollo (Mallozzi et 
al., 2016). Sin embargo, la toma de muestra de esta matriz presenta limitaciones ya que 
se restringe a un grupo poblacional muy concreto (Esteban & Castaño, 2009) y la toma 
de muestra durante los primeros días o semanas tras el parto puede ser difícil, 
especialmente para madres primiparas (National Research, 2006). La leche se forma en 
las células epiteliales de las glándulas mamarias a través de 5 rutas simultáneas, de manera 
que transforman los precursores presentes en la sangre o el líquido intersticial en los 
componentes de la leche. Estas rutas son: i) exocitosis (en especial de los compuestos 
hidrofílicos); ii) síntesis y secreción de grasa (a partir de ácidos grasos presentes en el 
plasma o en las células epiteliales de las glándulas mamarias); iii) transporte a través de 
la membrana apical (en el caso de moléculas pequeñas como sodio, potasio, algunos 
monosacáridos o agua); iv) transcitosis (permite el paso de algunas proteínas desde el 
plasma a la leche); v) ruta paracelular (paso de células del sistema inmunitario y otros 
componentes) (Lovelady et al., 2002). La leche está compuesta principalmente por agua, 
en la que el resto de compuestos están disueltos o en suspensión. El resto de compuestos 
mayoritarios de la leche son lípidos (30-50 g/L), carbohidratos, proteínas (1% de la leche), 
aminoácidos, minerales, vitaminas, enzimas, inmunoglobulinas, ácidos nucleicos, 
hormonas, factores del crecimiento y células. La composición de la leche varía a lo largo 
de la lactancia de manera que provee de los nutrientes necesarios al niño a lo largo de su 
desarrollo. Tras el parto, en primer lugar se produce el calostro y a partir de la primera o 
la segunda semana empieza a producirse la leche madura. La composición de la leche 





aumentan y los niveles de otros compuestos como el zinc o el cobre disminuyen (LaKind 
et al., 2004). Debido a que se trata de una matriz con alto contenido lipídico, la 
biomonitorización en leche materna permite el estudio de contaminantes persistentes 
lipofílicos. Los contaminantes lipofílicos se acumulan en los depósitos grasos del cuerpo 
y pasan a la leche materna para su excreción. Por lo tanto, en la madre lactante existe una 
reducción de los niveles de contaminantes lipofílicos a lo largo de la lactancia 
denominada depuración. Para una correcta cuantificación de los contaminantes 
lipofílicos, su concentración debe corregirse respecto al contenido total de lípidos en leche 
(Esteban & Castaño, 2009). La leche materna también se ha utilizado para 
determinación de niveles de metales (Björklund et al., 2012) y contaminantes orgánicos 
no persistentes y sus metabolitos (ver Tabla 1). Al igual que en la orina, los 
contaminantes que presentan metabolitos conjugados de fase II deben hidrolizarse 
mediante un tratamiento enzimático previamente a su cuantificación (Cao et al., 2015). 
El pelo es una matriz no invasiva, fácil de muestrear, transportar y conservar. Permite 
obtener información tanto de exposición a largo plazo como de exposición relativamente 
reciente. Es la matriz más utilizada para evaluar la exposición a Hg. Teniendo en cuenta 
que el pelo crece alrededor de 1 cm cada mes, el análisis de los diferentes segmentos del 
cabello permite conocer las variaciones en la exposición a lo largo del tiempo (Esteban 
& Castaño, 2009; Smolders et al., 2009). De manera general, las muestras se toman en 
la parte occipital del cráneo, tan cerca de la raíz del pelo como sea posible. Los segmentos 
más cercanos al cuero cabelludo hacen referencia a una exposición más reciente. El mayor 
inconveniente de la biomonitorización en pelo es la dificultad de distinguir entre la 
presencia de contaminantes debida a la exposición interna y la contaminación externa de 
la muestra por deposición atmosférica sobre el pelo, por lo que se deben aplicar 
procedimientos de purificación previos al análisis del pelo para evitar la posible 
contaminación externa. Otras dificultades para una adecuada interpretación de los niveles 
de contaminantes en pelo están relacionados con la variabilidad en el crecimiento o la 
influencia del sexo, la edad, el color o los tratamientos capilares (Scharmm, 2008). Tal 
y como se indica en la Tabla 1, la BH en pelo se ha utilizado para la determinación de 
metales (Castaño et al., 2015), contaminantes orgánicos persistentes (Appenzeller & 
Tsatsakis, 2012; Schramm, 2008) y contaminantes orgánicos no persistentes y sus 
metabolitos (Katsikantami et al., 2020; Martín et al., 2019). 
 
2.2.2. Biomarcadores 
Para estudiar la exposición interna a contaminantes se utilizan diferentes tipos de 
indicadores biológicos o biomarcadores: biomarcadores de exposición, biomarcadores de 
efecto y biomarcadores de susceptibilidad (ver Figura 9). Los biomarcadores deben ser 
específicos, sensibles, accesibles y se debe conocer su toxicocinética. Además, se debe 





 Los biomarcadores de exposición son el propio contaminante, sus metabolitos y/o 
el producto de la interacción entre el contaminante y una molécula o célula diana 
que puedan ser medidos en algún compartimiento del organismo. 
 Los biomarcadores de efecto son alteraciones en el organismo susceptibles de ser 
medidas, es decir, cambios bioquímicos, fisiológicos o de comportamiento que en 
algunos casos pueden estar asociados con alguna enfermedad o alteración de la 
salud. 
 Los biomarcadores de susceptibilidad son indicadores de la capacidad del 
organismo para responder frente a la exposición a un contaminante. 
 
No siempre es fácil definir la frontera entre los diferentes tipos de biomarcadores y en 
algunos casos un biomarcador puede englobarse dentro de varios grupos (National 
Research, 2006). 
 
En la mayoría de los casos, los estudios de BH estudian la exposición interna utilizando 
biomarcadores de exposición y, en concreto, se centran en la detección de los 
contaminantes y sus metabolitos. Por ello, es importante conocer los mecanismos 
metabólicos específicos de cada contaminante con objeto de seleccionar el biomarcador 





Figura 9.Tipos de biomarcadores (adaptado de National Research, 2006). 
 
2.2.2.1. Metabolismo de los xenobióticos 
La absorción de los contaminantes se puede dar mediante ingestión (en el tracto 
grastrointestinal), inhalación (en los pulmones) o por vía dérmica (en la piel). Tras su 
absorción los contaminantes pasan al torrente circulatorio donde se distribuyen por todo 
el organismo. El organismo posee mecanismos metabólicos mediados por enzimas que 
facilitan la eliminación de los contaminantes y otros xenobióticos como los fármacos. El 
metabolismo de xenobióticos se produce principalmente en el hígado, sin embargo, otros 
órganos también poseen la capacidad de metabolizar, como el tracto gastrointestinal, los 
pulmones, la piel o los riñones (Caldwell et al., 1995). Generalmente, el metabolismo de 





metabolitos son más tóxicos que los compuestos precursores (Macherey & Dansette, 
2015). La principal vía de eliminación de los xenobióticos y sus metabolitos es la orina 
aunque también se pueden excretar por las heces, el sudor, la saliva, la leche materna o el 
aire expirado (Boussery et al., 2008).  
 
Generalmente, se distinguen dos tipos de metabolismo de xenobióticos: reacciones de 
fase I y de fase II. Las reacciones de fase I son reacciones de funcionalización que 
introducen o revelan un grupo funcional en el xenobiótico. Las reacciones de fase I se 
pueden englobar en reacciones de oxidación, reducción e hidrólisis. Las reacciones de 
fase II son reacciones de conjugación catalizadas por transferasas que facilitan la unión 
covalente entre el grupo funcional de un xenobiótico o un metabolito de fase I y una 
molécula endógena polar que aumenta la hidrosolubilidad del metabolito formado y por 
tanto facilita su excreción. Las reacciones de conjugación se agrupan en reacciones de 
metilación, sulfonación, glucuronidación, acetilación y conjugación con glutation. Se 
debe tener en cuenta que no todos los xenobióticos sufren procesos metabólicos, algunos 
xenobióticos son eliminados o almacenados sin ser metabolizados, además, algunos 
metabolitos de fase I pueden ser excretados sin necesidad de formar conjugados (Testa 
& Clement, 2015; Caldwell et al., 1995; Klaassen, 2013). 
 
2.2.3. Contaminantes alimentarios 
La dieta es una de las principales vías de exposición a contaminantes (Figura 4), y 
distintos contaminantes están asociados a diferentes grupos de alimentos (p. ej. el 
mercurio en peces de gran tamaño (Carocci et al., 2016); el arsénico en arroz (Upadhyay 
et al., 2019), o los plaguicidas en vegetales (Sang et al., 2020)). Al igual que en los 
estudios de monitorización ambiental (p. ej. estudios de dieta total (Marín et al., 2017)), 
existen numerosas familias de contaminantes alimentarios cuya exposición ha sido 
estudiada mediante biomonitorización. Se pueden dividir en 3 grupos: metales, 
contaminantes orgánicos persistentes y contaminantes orgánicos no-persistentes tal y 
como se describe en la Tabla 2. 
 
2.2.3.1. Metales 
Los metales son uno de los grupos de compuestos más estudiados mediante 
biomonitorización (Choi et al., 2015a). Se han llevado a cabo estudios en sangre (Cusick 
et al., 2018), orina (Saravanabhavan et al., 2017), leche materna (Björklund et al., 
2012), pelo (Liang et al., 2017), meconio (Yang et al., 2013) y otras matrices (Kim & 
Kim, 2011; Arruda-Neto et al., 2010). Se debe tener en cuenta que algunos de los 
metales como el zinc, el hierro, el cobre o el selenio son considerados micronutrientes 
debido a que son esenciales para la salud humana, sin embargo, pueden presentar efectos 
tóxicos si las exposiciones son elevadas (Nieder et al., 2018). Aunque se ha evaluado la 





al., 2012), los más estudiados son los elementos tóxicos como el mercurio, el plomo o el 
cadmio (Choi et al., 2015a). 
 
2.2.3.2. Contaminantes orgánicos persistentes 
Los contaminantes orgánicos persistentes (POPs), son compuestos orgánicos que poseen 
semividas de eliminación de años o décadas en suelos y sedimentos y de varios días en la 
atmósfera. Se trata de sustancias tóxicas con elevada lipofilia que se acumulan y 
biomagnifican a través de la cadena alimentaria y, en general, son resistentes al 
metabolismo (Jones & de Voogt., 1999). Existen diversos tipos de clasificación de los 
POPs, pero de manera general se pueden agrupar en los POPs que se producen 
intencionadamente y los POPs que se generan inintencionadamente. Dentro del primer 
grupo se encuentran los plaguicidas organoclorados (OCPs) y otros productos químicos 
industriales como los policlorobifenilos (PCBs) y algunos retardantes de llama bromados 
(BFRs), aunque estos últimos no siempre son considerados como POPs. Dentro del 
segundo grupo se encuentran las dioxinas y los furanos (Ashraf, 2017; Haines et al., 
2017).  La exposición interna a POPs ha sido extensamente estudiada en diferentes 
estudios de biomonitorización. Al tratarse de compuestos lipofílicos, en general se 
utilizan matrices que permiten la determinación de estas sustancias, como el suero y 
plasma sanguíneos (Tan et al., 2008; Haines et al., 2017), el pelo (Król et al., 2013), la 
leche materna (Fang et al., 2015), el tejido adiposo (Lee et al., 2017) o el meconio (Jeong 
et al., 2016). 
 
2.2.3.3. Contaminantes orgánicos no persistentes 
Existe un amplio abanico de compuestos orgánicos no persistentes usados en distintas 
aplicaciones como aditivos alimentarios (Bledzka et al., 2014), plastificantes (Wittassek 
et al., 2011) o plaguicidas (Yusa et al., 2015); y otros que pueden generarse 
involuntariamente durante el procesado y/o cocción de los alimentos como la acrilamida 
(Exon, 2006) o los PAHs (Abdel-Shafy & Mansour, 2016). La mayoría tiene semividas 
cortas en el organismo (de horas o días) y en las últimas décadas han sido ampliamente 
estudiados mediante biomonitorización. Entre los compuestos más estudiados mediante 
BH están los parabenos, bisfenoles, ftalatos, plaguicidas polares, acrilamida y PAHs. En 
la mayoría de los casos se han estudiado en orina, pero también se han estudiado en otras 





Tabla 2. Contaminantes alimentarios estudiados en BH 
Tipo de 
contaminante 




Mercurio elemental y mercurio 
divalente 
Hg Orina (refleja exposición a 
largo plazo). 
(Boerleider et al., 2017) 
Metilmercurio Hg Pelo y sangre (reflejan 
exposición a medio-largo 
plazo) 
(Boerleider et al., 2017) 
Cd Cd Sangre (refleja exposición 
reciente en la población 
general y exposición a largo 
plazo en no fumadores), orina 
(refleja exposición  
acumulada). 
(Tiesjema & Mengelers, 2016) 
Pb Pb Sangre (semivida: 1 mes), 
orina y saliva. 
(Klotz & Goen, 2017) 
Biomarcadores de efecto Eritrocitos, orina y/o plasma (Klotz & Goen, 2017) 
Contaminantes 
orgánicos persistentes 
OCPs (Aldrin, clordano, 
dicloro difenil tricloroetano 




Plaguicidas inalterados o 
metabolizados en el ambiente 
o en el organismo 
Suero y plasma sanguíneos, 
leche materna, meconio, pelo 
y tejido adiposo. 
(Tan et al., 2008; Haines et al., 
2017; Aerts et al., 2019; Jeong et 
al., 2016; Król et al., 2013) 
PCBs  PCBs inalterados Suero y plasma sanguíneos, 
leche materna, meconio, pelo 
y tejido adiposo. 
(Tan et al., 2008; Haines et al., 
2017; Fang et al., 2015; Jeong et 





Tabla 2 (Continuación) 
Tipo de 
contaminante 











BFRs inalterados Sangre, plasma y suero 
sanguíneos, leche materna, 
pelo, tejido adiposo y 
meconio. 
(Aerts et al., 2019; Tan et al., 
2008; Król et al., 2013; Jeong et 
al., 2016; Haines et al., 2017; 




PCDD/Fs inalterados Sangre, plasma y suero 
sanguíneos, tejido adiposo, 
pelo y leche materna. 
 
(Tan et al., 2008; Król et al., 




Parabenos Parabenos inalterados o 
metabolitos oxidados y/o 
conjugados 
Orina, leche materna, sangre, 
plasma sanguíneo y tejido 
adiposo 
(Ye et al., 2006a; Azzouz et al., 
2016a; Mulla et al., 2015; 
kolatorova et al., 2018; Artacho-
Cordon et al., 2018; Moos et al., 
2016) 
 
Bisfenoles Bisfenoles inalterados o 
metabolitos conjugados 
Orina, leche materna, suero 
sanguíneo y sudor. 
(Völkel et al. 2002; Cao et al., 
2015; Genuis et al., 2012) 
Ftalatos Metabolitos (monoesteres, 
oxidados y/o conjugados) o 
ftalatos inalterados 
Orina, leche materna, suero 
sanguíneo, saliva y semen. 
(Wittassek et al., 2011; Fromme 
et al., 2011; Wang et al., 2019) 
Plaguicidas polares 
(organofosforados, piretroides, 
neonicotinoides, carbamatos y 
algunos herbicidas) 
Generalmente metabolitos de 
plaguicidas 
Orina, sangre, plasma, suero, 
leche materna y pelo 
(Yusa et al., 2015; Roca et al., 
2014a; Tsatsakis et al., 2010; 






Tabla 2 (Continuación) 
Tipo de 
contaminante 












y aductos con hemoglobina 
como  
N-2-carbamoylethylvaline 
(AAVal) y  
N-2-carbamoyl-2-
hydroxyethylvaline (GAVal) 
Orina y sangre  (Wang et al., 2017; Urban et al., 
2006) 
PAHs Metabolitos hidroxilados y 
conjugados o PAHs 
inalterados. 
Orina, sangre y leche 
materna. 
(Jacob & Seidel, 2002; Thai et 
al., 2015; Singh et al., 2008; 






2.2.4. Programas de biomonitorización 
El estudio de la exposición interna mediante biomonitorización ha sido implantado en 
diferentes países y organismos internacionales durante las últimas décadas. Además han 
surgido proyectos de investigación internacionales que tienen como objetivos principales 
evaluar la exposición de la población a contaminantes mediante biomonitorización 
humana y armonizar los procedimientos de muestreo y analíticos con objeto de obtener 
resultados comparables (Choi et al., 2015b; Louro et al., 2019). 
En Norteamerica destacan dos grandes programas de BH, uno en Estados Unidos y otro 
en Canadá (NHANES, 2009; CHMS, 2017). En Estados Unidos, los ‘Centers for Disease 
Control and Prevention’ (CDC) estudian la exposición interna de la población 
estadounidense desde 1999 mediante estudios de BH. Los resultados son publicados en 
el ‘National Report on Human Exposure to Environmental Chemicals’, desde el 2009 y 
se actualiza cada dos años. Las matrices utilizadas para estudiar la exposición interna son 
la orina, la sangre y el suero sanguíneo en alrededor de 2500 participantes del ‘National 
Health and Nutrition Examination Survey’ (NHANES). Se trata de uno de los estudios 
más extensos de BH y evalúa la exposición a más de 200 contaminantes y/o metabolitos 
incluyendo metales, contaminantes orgánicos persistentes y no-persistentes (NHANES, 
2009; NHANES, 2019). 
En Canadá, el ‘Canadian Health Measures Survey’ estudia la exposición de la población 
canadiense en alrededor de 6000 participantes desde 2007. Hasta la actualidad han hecho 
públicos informes de 4 ciclos de BH. Las matrices utilizadas para llevar a cabo los 
estudios de BH son la sangre y la orina y desde el inicio del programa se han determinado 
más de 150 contaminantes y/o metabolitos (CHMS, 2017). 
En Europa existen varios programas de BH a nivel nacional además de estudios en el 
ámbito europeo como el COPHES/DEMOCOPHES y el HBM4EU. El estudio 
COPHES/DEMOCOPHES fue impulsado por el COPHES (Consortium to Perform 
Human Biomonitoring on a European Scale) y se llevó a cabo mediante el proyecto 
DEMOCOPHES (‘Demonstration of a Study to Coordinate and Perform Human 
Biomonitoring on a European Scale’) desarrollado entre 2010 y 2012. En el estudio 
participaron 3688 voluntarios (madres y niños) de 17 países de la Unión Europea y se 
determinaron metales, bisfenol A y biomarcadores de exposición a tabaco en pelo y orina 
(DEMOCOPHES, 2013). 
El HBM4EU es un proyecto de investigación a nivel europeo que se está llevando a cabo 
actualmente (2017-2021) en el que participan más de veinte países. El estudio se centra 
en la biomonitorización de muestras humanas y, entre otros, tiene como objetivos 
armonizar los protocolos de los estudios de biomonitorización entre los países 
participantes, establecer valores guía de biomonitorización y establecer nexos entre la 






En Alemania, los ‘German Environmental Surveys’ (GerESs) son estudios de BH a nivel 
nacional que se comenzaron a implementar en 1985. Hasta la actualidad se han llevado a 
cabo 5 estudios. Los dos primeros (GerES I y GerES II) se centraron en el estudio de 
metales pesados, en el primero se tomaron muestras de 2700 adultos y en el segundo 
muestras de 4000 adultos y de más de 700 de niños. A partir del tercero se incluyó el 
análisis de contaminantes orgánicos. El GerES III se llevó a cabo en adultos con un total 
de 4800 participantes, mientras que el GerES IV (n=1790) y el GerES V (n=2500) se han 
centrado en el estudio de niveles en niños y adolescentes. Entre las matrices analizadas 
se incluyen la orina y la sangre (GerES-V, 2015; WHO, 2015). 
En España, el estudio nacional BIOAMBIENT.ES se llevó a cabo para evaluar la 
exposición interna a metales, POPs, PAHs y otros contaminantes químicos en la 
población española. Entre 2009 y 2010 se recogieron muestras de sangre, orina y pelo de 
casi 2000 participantes mayores de 16 años (Pérez-Gómez et al., 2013). Por otro lado, el 
proyecto INMA (Infancia y Medioambiente) también se lleva a cabo en España y está 
centrado en el estudio de la exposición a contaminantes durante la gestación y la infancia. 
El proyecto se inició en 2003 y está conformado por varias cohortes en Menorca, 
Granada, Ribera d’Ebre, Valencia, Sabadell, Asturias y Guipúzcoa y ha recogido 
muestras de más de 3500 madres y sus hijos. INMA ha estudiado la exposición a metales, 
POPs, ftalatos, bisfenoles y otros contaminantes orgánicos en muestras de sangre, 
placenta, orina, saliva y pelo, además de recoger información de cuestionarios, 
parámetros clínicos y medidas ambientales (Gascon et al., 2017). Además, el programa 
BIOVAL se estableció en la Comunitat Valenciana con objeto de conocer la exposición 
interna de la población infantil a contaminantes alimentarios mediante el análisis de 
muestras de orina y pelo. En total, 666 niños de 6 a 11 años participaron en el programa, 
cuyas muestras fueron recogidas a lo largo del año 2016 (Perez et al., 2017). 
En Francia, el estudio ‘French National Nutrition and Health Survey’ (ENNS – Étude 
nationale nutrition santé) evaluó la exposición interna de la población francesa a metales, 
plaguicidas y PCBs mediante BH. Para ello, durante 2006 y 2007, se tomaron muestras 
de sangre, orina y pelo de aproximadamente 3.100 adultos de entre 18 y 74 años y 1.700 
niños de entre 3 y 17 años en la Francia continental (Fréry et al., 2010; Fréry et al., 
2012). Este estudio sirvió como referencia para establecer una estrategia nacional de BH 
coordinada por el ‘French Institute for Public Health Surveillance’ (InVS). Este estrategia 
integra muestras de dos estudios diferentes: uno que abarca a la población general: 
‘Environment, Health, Biomonitoring, physical Activity, Nutrition’ (Esteban); y otro que 
se centra en el periodo perinatal: ‘French longitudinal study of children’ (ELFE) (Fréry 
et al., 2012; Dereumeaux et al; 2017). En el contexto de Esteban se recogieron muestras 
de orina, sangre y pelo de residentes en la Francia continental entre los años 2014 y 2016 
que tuviesen entre 6 y 74 años, con objeto de conocer la exposición de la población y 
establecer valores de referencia. Además, el estudio incluye la recogida de datos de salud 
y nutrición. Alrededor de 3000 adultos (18-74 años) y 1300 niños (6-17 años) participaron 
en el estudio.  La lista de compuestos priorizados para ser analizados incluye bisfenoles, 





metales, entre otros. (Dereumeaux et al; 2017). Por otro lado, para el estudio de BH 
durante el periodo perinatal, se tomaron muestras de alrededor de 4100 madres 
embarazadas de entre las 18000 participantes del estudio ELFE. Las madres fueron 
incluidas en el estudio durante 2011 y se evaluó la exposición a bisfenol A (BPA), 
ftalatos, plaguicidas polares, OCPs, dioxinas, furanos, PCBs, BFRs, PFCs y metales 
mediante el análisis de muestras de orina, suero sanguíneo, pelo y sangre del cordón 
umbilical que fueron tomadas en los momentos previos, durante y/o en los días 
posteriores al parto (Fréry et al., 2012; Dereumeaux et al; 2017). 
En Flandes (Bélgica), se desarrolla el estudio de BH ‘Flemish Environment and Health 
Study’ (FLEHS). De 2002 a 2014 se han llevado tres ciclos de este estudio que ha 
evaluado la exposición interna a metales, PCBs, OCPs, ftalatos y PAHs entre otros 
contaminantes en alrededor de 5800 participantes mediante el análisis del cordón 
umbilical de recién nacidos y sangre y orina de adolescentes (14-15 años) y adultos (20-
40 y 50-65 años) (Schoeters et al., 2017). 
Además, existen estudios a nivel nacional de BH en otros países europeos como Noruega, 
Dinamarca, Rusia, Italia, la República Checa y en algunos países asiáticos como Corea 
del Sur (WHO, 2015; Choi et al., 2015b; Magnus, 2017; Cerná et al., 2017). 
 
2.3. Métodos analíticos  
Los biomarcadores de contaminantes orgánicos están presentes en las muestras biológicas 
a niveles traza, y además, las matrices biológicas presentan un alto grado de complejidad 
con un elevado número de compuestos interferentes (National Research, 2006). Por lo 
tanto, es necesario desarrollar metodologías analíticas con tratamientos de muestra y 
equipos analíticos que posean la suficiente sensibilidad y especificidad para poder 
identificar y cuantificar los biomarcadores a los niveles a los que está expuesta la 
población (Bader et al., 2010; Boogaard et al., 2011). 
El elevado número de muestras en estudios de BH (Choi et al., 2015a) y la dificultad en 
la recolección de volúmenes de muestra elevados de algunas matrices, como la leche 
materna (National Research, 2006), hacen necesario el desarrollo de metodologías 
multi-residuo que permitan determinar varios analitos en el mismo análisis y/o el 
desarrollo de metodologías que utilicen volúmenes de muestra reducidos. 
A continuación, se describen las diferentes etapas de los métodos analíticos de BH, 
centrándose principalmente en los analitos (bisfenoles, parabenos, ftalatos y plaguicidas) 
y matrices (orina y leche materna) estudiados en la presente tesis. En la Figura 10 se 







2.3.1. Tratamiento de muestra 
El tratamiento de muestra viene determinado por el tipo de matriz y la naturaleza y niveles 
de los analitos a determinar (Fernández-Peralbo & Luque de Castro, 2012). Además, 
se debe de tener en cuenta el tipo de estrategia analítica que se va a llevar a cabo. Si se va 
a llevar a cabo análisis ‘target’, en el que se busca identificar y cuantificar un analito o 
grupo de analitos con unas características similares, se utilizan tratamientos de muestra 
más selectivos, que disminuyan la presencia de interferentes antes de analizar la muestra. 
En el caso de enfoques tipo análisis de sospechosos o análisis de desconocidos, el 
tratamiento de muestra debe permitir identificar un amplio número de analitos con 
propiedades fisico-químicas muy diferentes entre sí (Plassmann et al., 2015). 
 
 
Figura 10. Esquema general de las metodologías analíticas en BH. 
LLE: Extracción líquido-líquido; SPE: extracción en fase sólida; GC: cromatografía de gases; LC: cromatografía de 
líquidos; MS: espectrometría de masas; MS/MS: espectrometría de masas en tandem; HRMS: espectrometría de 
masas de alta resolución. 
 
2.3.1.1. Hidrólisis enzimática 
La presencia de metabolitos de fase II o conjugados de contaminantes orgánicos en 
muestras biológicas como la orina o la leche materna, hace necesaria la hidrólisis de los 
mismos previamente a su análisis (Vela-Soria, 2016; Roca et al., 2014a). Al igual que 
otros xenobióticos, muchos contaminantes orgánicos y sus metabolitos de fase I se 
conjugan con grupos glucurónido y/o sulfato para aumentar su hidrosolubilidad y facilitar 
su eliminación mediante la orina (Testa & Clement, 2015). El análisis de estos 
conjugados incrementaría el coste y la complejidad de los análisis mediante 
biomonitorización por lo que se recomienda la hidrólisis de estos conjugados previamente 
al análisis mediante la adición de enzimas hidrolíticas (Grignon et al., 2017). 
El proceso de hidrólisis se basa en la adición de la enzima junto con un tampón a un pH 





objeto de garantizar la hidrólisis completa de los conjugados con glucurónido y/o sulfato 
en la muestra biológica. Las condiciones adecuadas dependen del tipo de analito a 
determinar, del tipo de muestra y de la enzima utilizada. Existen diferentes tipos de 
enzimas con actividad β-glucuronidasa y/o sulfatasa. En algunos casos es imprescindible 
seleccionar adecuadamente la enzima ya que algunas de ellas tienen una actividad lipasa 
no específica y pueden hidrolizar enlaces ester de algunos biomarcadores. Éste es el caso 
de los ftalatos, en los que la cadena de los monoesteres podría ser hidrolizada, por lo que 
el análisis daría lugar a una subestimación de los niveles. Dwivedi et al. recomendaron el 
uso de la enzyma β-glucuronidasa de E. coli K-12 para el análisis de metabolitos de 
ftalatos, ya que evita la hidrólisis de los monoésteres (Dwivedi et al., 2018). 
 
2.3.1.2. Pretratamiento 
La elevada presencia de proteínas en matrices biológicas como la leche o la sangre, o de 
lípidos en leche materna hacen que sea recomendable el pretratamiento de la muestra para 
precipitar o eliminar estos interferentes (Yusa et al., 2015; Rodríguez-Gómez et al., 
2014a) Existen diferentes opciones para eliminar esos compuestos. En la determinación 
de bisfenoles y parabenos en leche materna se añade o bien una solución ácida de sales 
de zinc y tungsteno para precipitar lípidos y proteínas (Rodríguez-Gómez et al., 2014b) 
o bien disolventes como la acetona para precipitar las proteínas (Deceuninck et al., 
2015). 
 
2.3.1.3. Extracción y/o purificación 
Para la determinación de bisfenoles y parabenos en leche materna, los procesos de 
extracción y/o purificación más usados son las técnicas tradicionales como la extracción 
líquido-líquido (LLE) (Fisher et al., 2017), la extracción en fase sólida (SPE) o la 
combinación de ambas (Ye et al., 2008). Sin embargo, también se han aplicado técnicas 
de extracción más recientemente desarrolladas. Modificaciones de la SPE como la ‘in-
tubo solid phase microextraction’ (SPME) (Souza et al., 2016) o la ‘molecularly 
imprinted polymer for microdisc solid-phase extraction’ (MIP-SPE) (Melo et al., 2013) 
han sido utilizadas con resultados satisfactorios. Asimismo, se ha aplicado técnicas que 
incluyen la aplicación de la sonicación para facilitar el proceso de extracción, como la 
extracción asistida por ultrasonidos (UAE) (Rodríguez-Gómez et al., 2015) o la 
combinación del uso de ultrasonidos con técnicas magnéticas como la extración en fase 
sólida magnética dispersiva asistida por ultrasonidos (UA-MSPDE) (Filippou et al., 
2017). También se han aplicado otras metodologías de extracción como la ‘stir-bar 
sorptive extraction’ (SBSE) (Rodríguez-Gómez et al., 2014a), la ‘stir-membrane solid–
liquid–liquid microextraction’ (SM-SLLME) (Rodríguez-Gómez et al., 2014c), o la 
microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME) (Alshana et al, 2015). Algunos de 
esos métodos incluyen procedimientos muy laboriosos que pueden ser evitados mediante 





tratamiento de muestra que consiste en una extracción asistida por la adición de sales que 
provocan un efecto ‘salting out’, favoreciendo el paso de los contaminantes de la muestra 
a la fase orgánica, y un proceso de purificación mediante la adición de diferentes 
combinaciones de C18, ‘primary secondary amine’ PSA y/o otros sorbentes en fase 
dispersiva (González-Curbelo et al., 2015). El uso de QuEChERS ha sido aplicado 
satisfactoriamente en la determinación de bisfenoles y/o parabenos en matrices humanas 
como la orina (Correia-Sa et al., 2018) o la leche materna (Vela-Soria et al., 2018). 
En la determinación de metabolitos de ftalatos en orina, el proceso de extracción se lleva 
a cabo generalmente mediante SPE (Sabaredzovic et al., 2015; Feng et al., 2015). Sin 
embargo, el uso del ‘dilute & shoot’ también ha sido utilizado con éxito (Lien et al., 
2018), facilitando y reduciendo el tiempo del tratamiento de muestra. 
Con respecto a la determinación de biomarcadores de plaguicidas en orina, la mayoría de 
las técnicas de extracción y/o purificación utilizadas son de LLE o SPE (Yusà et al., 
2015). Sin embargo, también se han desarrollado métodos de extracción con QuEChERS 
(Roca et al., 2014b) que simplifican el proceso de tratamiento de muestra y amplían el 
espectro de analitos que pueden ser determinados.  
En estudios de análisis de sospechosos o de desconocidos en orina, Díaz et al. utilizaron 
el ‘dilute & shoot’ para la detección de medicamentos y sustancias ilícitas (Díaz et al., 
2012). Por otro lado, Plassmann et al. compararon el uso de QuEChERS y la inyección 
directa para el análisis de sospechosos de biomarcadores de contaminantes en orina. La 
inyección directa evitó la pérdida de compuestos previamente al análisis pero disminuía 
la sensibilidad de la técnica por el aumento de la supresión de la señal, mientras que los 
QuEChERS mejoraron la sensibilidad de la técnica pero impedían la determinación de 
los compuestos más polares. Por consiguiente, se recomendó el uso combinado de ambas 
técnicas para llevar a cabo este tipo de estudios (Plassmann et al., 2015). 
 
2.3.2. Técnicas analíticas  
Debido a que los biomarcadores de los contaminantes se encuentran a niveles traza en las 
muestras biológicas, y a la complejidad de las mismas (National Research, 2006), en los 
estudios de HB las metodologías analíticas más utilizadas son la cromatografía líquida 
(LC) y la gaseosa (GC) acopladas a espectrometría de masas (MS) (Choi et al., 2015a). 
La GC es utilizada principalmente para la determinación de compuestos volatiles como 
los POPs y compuestos muy polares previa derivatización de los biomarcadores, mientras 
que la LC es utilizada para determinar compuestos polares. En concreto, la LC acoplada 
a espectrometría de masas en tandem (MS/MS) es una de las técnicas analíticas más 
utilizadas para la determinación de estos compuestos mediante biomonitorización (Yusà 
et al., 2015; Mercogliano & Santonicola, 2018). El desarrollo de la ‘ultrahigh 
performance liquid cromatography’ (UHPLC) permite la reducción de la anchura de pico 
e incrementa la resolución y la sensibilidad siempre que se disponga de detectores capaces 





fuente de ionización, en la mayoría de los casos estos analitos se ionizan en modo 
negativo, debido a que los biomarcadores estudiados (bisfenoles, metabolitos de ftalatos, 
parabenos, y la mayoría de metabolitos de plaguicidas) presentan grupos funcionales que 
pueden reducirse y liberar grupos H+ con facilidad. Respecto al modo de ionización, la 
electronebulización (ESI) es la más técnica más utilizada (Roca et al., 2014b; 28, 
Rodríguez-Gómez., et al 2014b; 36, Rodríguez-Gómez., et al 2015; Sabaredzovic et 
al., 2015). Sin embargo, la ‘atmospheric presure chemical ionization’ (APCI) también ha 
sido utilizada con éxito para la determinación de bisfenoles (Ye et al., 2006b).  
La determinación se realiza fundamentalmente en modo masas en tandem (MS/MS) 
mediante el uso de la espectrometría de masas de triple cuadrupolo (QqQ). La principal 
ventaja de esta técnica es su selectividad y sensibilidad. En la literatura se pueden 
encontrar numerosos ejemplos de su uso en la determinación de diferentes biomarcadores 
de plaguicidas, ftalatos, bisfenoles y parabenos en orina y/o leche materna (Rodríguez-
Gómez et al., 2014b; Jeong et al., 2011; Roca et al., 2014a). 
Sin embargo, en los últimos años el campo de la espectrometría de masas de alta 
resolución (HRMS) ha experimentado un gran desarrollo. La principal ventaja que ofrece 
la HRMS es la capacidad de adquirir en modo ‘full scan’ con una elevada resolución y 
exactitud de masa (Hernández et al., 2012). Estos aspectos operacionales han permitido 
que la HRMS sea una herramienta muy potente capaz de almacenar la información 
relativa a gran parte de los analitos ionizables de una muestra en un solo análisis y 
posibilitar el análisis retrospectivo de analitos no buscados en el análisis ‘target’ inicial. 
Esta estrategia ha sido utilizada en diferentes aplicaciones como la detección de 
medicamentos humanos y/o veterinarios en aguas (Hernández et al., 2011) y en piensos 
(León et al., 2016); o la detección de plaguicidas en aire (López et al., 2016) y en orina 
(Roca et al., 2014b). Hay diversos tipos de espectrómetros de masas de alta resolución, 
entre los que destacan los espectrómetros de tiempo de vuelo (TOF), los espectrómetros 
de resonancia iónica ciclotrónica por transformada de Fourier (FT-ICR MS) y el 
espectrómetro de masas tipo Orbitrap (Marshall & Hendrickson, 2008; Andra et al., 
2017; Makarov et al., 2009). 
Existen varios ejemplos del uso de LC-HRMS en la determinación de contaminantes 
oránicos (y/o sus metabolitos) en muestras biológicas (Roca et al., 2014b; Cortejade et 
al., 2016). Además, recientemente se han desarrollado equipos híbridos en los que además 
del analizador/detector se incorpora un cuadrupolo (Q-Orbitrap o Q-TOF) y ya se están 
aplicando en el análisis de contaminantes ambientales (Blanco-Zubiaguirre et al., 2020). 
En la presente tesis se ha empleado en algunos trabajos un equipo de UHPLC-HRMS tipo 
Orbitrap. 
 
2.3.2.1. Espectrómetro de masas de alta resolución Orbitrap 
En la Figura 11 se presenta un esquema de un espectrómetro de masas tipo Orbitrap 





separación de los analitos mediante LC, se forman los iones en la fuente de ionización y, 
mediante una serie de lentes y multipolos, los iones entran en la C-trap (trampa de iones 
curvada) donde son almacenados hasta que entran en grupos de iones al Orbitrap. Dentro 
del Orbitrap, los iones giran orbitalmente alrededor del electrodo central del analizador 
de masas. En función de la frecuencia de la oscilación armónica axial que presentan y 
mediante una transformada de Fourier, se determina su valor m/z. Opcionalmente, los 
iones pueden ser fragmentados en la fuente de ionización (‘Collision Induced 
Dissociation’, CID) o pasar por una celda de colisión ‘Higher Energy Collision Induced 
Dissociation’ (HCD), donde son fragmentados debido a la aplicación de un voltaje y 




Figura 11. Esquema Orbitrap ExactiveTM (Exactive, 2010). 
 
En la Figura 12 se representa el analizador de masas tipo Orbitrap. Como se aprecia en 
la figura, está formado por dos electrodos: un electrodo central, denominado ‘spindle’ 
(eje) alrededor del cual los iones se mueven en espiral; y otro electrodo externo que está 
dividido por la mitad por un anillo cerámico aislante (Exactive, 2010). 
Desde la C-trap, los paquetes o grupos de iones de cada rango de m/z, viajan 
tangencialmente hacia el Orbitrap. Para mantener a los iones en su interior, el Orbitrap 
no usa radiofrecuencias o un campo magnético sino que los iones que se mueven 
alrededor del Orbitrap son atrapados en un campo electrostático creado por el ‘spindle’ y 





compensada por la fuerza centrífuga que se origina por la velocidad tangencial inicial de 
los iones. Axialmente, los iones son dirigidos desde las zonas externas del Orbitrap más 
estrechas hacia la zona interna más ancha, lo cual provoca oscilaciones axiales sin 
necesidad de una excitación adicional, es por esta razón que el Orbitrap tiene esa forma 
característica. La frecuencia de rotación de cada valor de m/z depende de parámetros 
como la energía, la posición y el ángulo de los iones (Perry et al., 2008; Exactive, 2010). 
 
Figura 12. Visión esquemática de un analizador Orbitrap (adaptado de Exactive, 2010) 
 
Como se puede observar en la Figura 12, las trayectorias de un ion combinan la ya 
mencionada rotación alrededor del electrodo central con oscilaciones armónicas a lo largo 
de él dependientes del componente axial. La frecuencia ω de estas oscilaciones armónicas 
a lo largo del eje z es independiente de la energía, del ángulo y de la posición inicial del 
ión, por lo que depende únicamente del cociente masa carga (m/q ó m/z) del ion y de la 
constante instrumental k. Esta frecuencia se transforma mediante una Transformada de 
Fourier Rápida (FFT) en su valor de m/z correspondiente, con gran precisión y alta 
resolución, tal y como describe la siguiente ecuación (Perry et al., 2008; Exactive, 2010; 







En el Orbitrap, la resolución es directamente proporcional al tiempo de adquisición, así a 
mayor tiempo de adquisición, mayor es la resolución. Se debe llegar a un compromiso 
entre el tiempo de adquisición necesario y la resolución deseada (Makarov & Scigelova, 






2.3.2.2. Estrategias analíticas en la biomonitorización humana 
Debido a la compleja naturaleza del exposoma, se requieren diferentes estrategias o 
enfoques para conseguir desentrañar el conjunto del espectro completo de exposiciones 
de interés a lo largo de la vida de un individuo. Dentro del estudio del exposoma químico 
mediante BH, las técnicas analíticas están basadas en la espectrometría de masas, tal y 
como hemos visto anteriormente, y se pueden utilizar tres estrategias analíticas: análisis 
‘target’, análisis de sospechosos y análisis de desconocidos (Xue et al., 2019). 
El análisis ‘target’ es la estrategia de análisis clásica en el que se dispone de información 
de los analitos diana y de los patrones de los mismos (Andra et al., 2017). Este tipo de 
enfoque es el más utilizado en los programas actuales de BH, y es útil para conocer la 
exposición de la población a los contaminantes más comunes y conocidos. Sin embargo, 
por sí solo no permite conocer la totalidad del exposoma químico ya que generalmente 
son técnicas enfocadas a la determinación de una familia de compuestos químicos en 
concreto (Dennis et al., 2017). Esta estrategia puede ser llevada a cabo tanto en equipos 
de baja resolución, como el QqQ, como en equipos de HRMS. El análisis mediante 
equipos de alta resolución presenta algunas ventajas en el caso de analitos difíciles de 
fragmentar, ya que permiten la identificación del mismo gracias a la información de la 
masa monoisotópica y del perfil isotópico (Xue et al., 2019; Andra et al., 2017). 
Además, la posibilidad de adquirir en ‘full scan’ permite realizar un análisis retrospectivo 
reprocesando los datos (Roca et al., 2014b). Los equipos híbridos (MS/MS-HRMS) 
aumentan las capacidades y posibilidades del análisis (Xue et al., 2019).  
El análisis de sospechosos se usa cuando se conoce información de los compuestos a 
determinar (formula molecular, estructura química, propiedades fisicoquímicas, 
fragmentos, etc…) pero no se dispone de patrones. En estos casos, el uso de equipos de 
HRMS es imprescindible ya que permiten adquirir en ‘full scan’ y medir la masa 
monoisotópica y el perfil isotópico con elevada exactitud (Xue et al., 2019) Este enfoque 
permite aumentar el número de analitos identificados utilizando largas bases de datos de 
biomarcadores propias o disponibles en la bibliografía, sin embargo, no permite la 
cuantificación exacta de los analitos detectados ni la identificación inequívoca de 
compuestos sin la adquisición de patrones (Bocato et al., 2019; Roca et al., 2014b; 
Plassmann et al., 2015). 
El análisis de desconocidos se aplica cuando la búsqueda se lleva a cabo sin información 
previa acerca de los compuestos que se van a detectar. El análisis de desconocidos 
hipotéticamente permite la medición de un número ilimitado de compuestos en una 
muestra mediante la adquisición con equipos de HRMS, convirtiéndolo en una técnica 
prometedora para el estudio del exposoma (Xue et al., 2019). Se debe que tener en cuenta 
que tanto en el análisis de sospechosos como en el análisis de desconocidos, los resultados 
están condicionados por el tipo de tratamiento de muestra utilizado, el tipo de 
cromatografía y el tipo de ionización. No existe una metodología capaz de detectar la 
totalidad de los contaminantes de una muestra (Andra et al., 2017). Sin embargo, el 





equipos analíticos permitirá avanzar en el estudio del exposoma mediante correlaciones 
entre los datos analíticos obtenidos e información acerca del desarrollo de enfermedades 
u otras características de los participantes (Dennis et al., 2017). 
 
2.4. Evaluación del riesgo mediante biomonitorización humana 
La evaluación del riesgo tiene como objetivo estimar el riesgo derivado de la exposición 
a un contaminante o grupo de contaminantes en una población. La evaluación del riesgo 
forma parte de la metodología del análisis del riesgo. Se trata de un proceso que 
comprende varios pasos entre los que se encuentran la evaluación de la exposición y la 
caracterización del riesgo (IPCS, 2004). En la Figura 13 se muestra un esquema de la 
evaluación del riesgo en seguridad alimentaria en el que se detallan los dos posibles 
enfoques, exposición externa y exposición interna. 
La evaluación de la exposición en seguridad alimentaria se ha llevado a cabo 
tradicionalmente a través de la exposición externa, combinando los datos de niveles de 
los contaminantes en los alimentos y los datos de frecuencia de consumo de los mismos 
para conocer la exposición diaria a los contaminantes. Estos datos son comparados con 
valores guía en alimentos como la ingesta diaria admisible (ADI), la ingesta diaria 
tolerable (TDI) y la dosis de referencia (RfD) y tienen definiciones similares. La ADI se 
define como la estimación de la cantidad máxima de un agente, expresada en base a la 
masa del cuerpo a la que los miembros de una población o subpoblación pueden estar 
expuestos diariamente de por vida sin que conlleve un riesgo para la salud aparente. La 
ADI se refiere a agentes que se añaden intencionadamente a los alimentos. La TDI es un 
valor muy similar a la ADI pero para contaminantes y la RfD se define como una 
estimación de la dosis de exposición diaria que aparentemente no tiene efectos 
perjudiciales aunque la exposición se mantenga a lo largo de toda la vida (Marín, 2014; 
IPCS, 2004). 
La información de la exposición interna a contaminantes que proporciona la BH permite 
llevar a cabo la evaluación del riesgo a contaminantes de manera integrada, aunando la 
exposición proveniente de las diferentes rutas y fuentes de exposición. Sin embargo, para 
llevar a cabo una adecuada evaluación del riesgo mediante BH es necesario conocer 
correctamente la toxicocinética de los contaminantes a estudiar y seleccionar los 
biomarcadores y matrices más adecuados para llevar a cabo la evaluación del riesgo 







Figura 13. Evaluación del riesgo en seguridad alimentaria. 
 
Como se muestra en la Figura 13, la evaluación del riesgo mediante BH puede realizarse 
comparando los niveles internos con valores guía para biomonitorizión o estimando la 
ingesta a partir de los niveles internos mediante ‘reverse dosimetry’ (RD) (Zidek et al., 
2017). A su vez, los valores guía para BH se pueden establecer de dos maneras: se pueden 
estimar en base a relaciones exposición efecto en estudios epidemiológicos como en el 
caso de algunos valores guía del ‘German Human Biomonitoring’ (HBM-I y HBM-II), o 
se pueden estimar a partir de valores guía de ingesta mediante ‘forward dosimetry’ (FD). 
Para estimar valores guía en BH mediante FD, se parte de un valor guía de ingesta basado 
en salud, como las ADI o TDI, y teniendo en cuenta los procesos toxicociénticos del 
compuesto en el organismo, se estiman los niveles del biomarcador en una matriz 
compuesta que equivalen al valor guía de ingesta del que se partía. Este procedimiento es 
el que se utiliza para establecer los ‘Biomonitoring Equivalents’ (BEs) y algunos valores 
HBM-I y HBM-II (Angerer et al., 2011; Zidek et al., 2017). 
Los BEs se definen como la concentración de un compuesto químico o metabolito en un 
medio biológico que equivale a un valor de referencia de exposición existente, como la 
TDI o la RfD. Los BEs pueden ser utilizados como valores guía para evaluar los datos 
derivados de la BH e identificar compuestos químicos que se encuentran por debajo, cerca 
o por encima de estos valores (Hays & Aylward, 2009). Se han establecido BEs para 
alrededor de 50 contaminantes y metabolitos. La mayoría están establecidos en sangre y 
orina. Sin embargo, para algunos analitos también existen BEs en otras matrices 
biológicas como el suero y el plasma sanguíneos o la leche materna (Steckling et al., 
2018). Es importante resaltar que los BEs no tienen un valor diagnóstico, no deben usarse 





riesgo. Sin embargo, sí que sirven para priorizar las sustancias sobre las que se debe llevar 
a cabo una evaluación del riesgo más exhaustiva (Hays & Aylward, 2009). En la Figura 
14 se indica como utilizar los BEs en la toma de decisiones. Si los niveles del biomarcador 
en estudio no superan el BE, se considera que no son sustancias prioritarias para la salud 
pública. Sin embargo, si superan el BE, estas sustancias deben considerarse prioritarias 
para organismos de salud pública y se deben llevar a cabo más estudios para evaluar el 
riesgo (Hays & Aylward, 2012). 
 
Figura 14. Empleo de los BEs para la toma de decisiones en salud pública (adaptado de 
Hays & Aylward, 2012). 
Los valores guía HBM-I y HBM-II son valores establecidos por la ‘German Human 
Biomonitoring Comission’ y se determinan en base a estudios epidemiológicos o se 
derivan de valores guía como la ADI o la TDI (Angerer et al., 2011). Los valores HBM 
se establecen para toda la población o para subgrupos en el caso de que haya 
recomendaciones para grupos vulnerables. El HBM-I representa la concentración de una 
sustancia en una matriz biológica humana a la cual y por debajo de la cual no hay riesgo 
de que haya efectos sobre la salud y por lo tanto no es necesario actuar. Los valores HBM-
II describen la concentración de una sustancia en una matriz biológica a la cual y por 
encima de la cual la aparición de efectos adversos sobre la salud es posible y por lo tanto 
es necesario reducir la exposición. Para niveles entre HBM-I y HBM-II no se pueden 
descartar efectos adversos sobre la salud y se debe llevar a cabo un seguimiento para 
determinar si existe una exposición elevada. Si al repetir las medidas se repiten los 
niveles, se recomienda buscar la posible fuente de exposición al contaminante y reducir 
o eliminar la exposición (Apel et al., 2017). Los valores HBM-II solo se determinan 
cuando se calculan en base a estudios epidemiológicos (Angerer et al., 2011). Existen 
alrededor de 20 compuestos y/o metabolitos para los cuales se ha establecido al menos 





En el caso de compuestos para los que no existen valores guía de BH, se puede estudiar 
la caracterización del riesgo aplicando la RD, de manera que la concentración interna de 
un biomarcador se puede utilizar para estimar la ingesta del contaminate y, por tanto, 
compararla con valores guía de ingesta como ADI o TDI. Para llevar a cabo esta estrategia 
es necesario conocer los datos toxicocinéticos del biomarcador (Zidek et al., 2017; 
Katsikantami et al., 2019). 
Para muchos compuestos no existen valores guía HBM o BEs en leche materna 
(Steckling et al., 2018), ni existen datos toxicocinéticos de distribución en esta matriz, 
por lo que es difícil llevar a cabo una evaluación del riesgo para las madres en base a la 
concentración de algunos biomarcadores en leche. Sin embargo, con los datos la ingesta 
diaria de leche materna por parte de los recién nacidos se puede estimar la ingesta diaria 
de contaminantes a través de la lactancia y, por tanto, se puede comparar con valores guía 
como el ADI o el TDI y llevar a cabo una evaluación del riesgo en los recién nacidos 
(Schlumpf et al., 2010). 
 
2.5. Contaminantes estudiados en la presente tesis 
En la presente tesis se estudiaron los niveles de biomarcadores de ftalatos y plaguicidas 
polares en orina y de bisfenoles y parabenos en leche materna. 
 
2.5.1. Ftalatos 
Los ftalatos son compuestos químicos producidos en grandes cantidades a nivel mundial 
que se usan como plastificantes en un gran número de aplicaciones (ECHA, 2019). Sus 
propiedades y usos dependen de sus cadenas alquílicas. Los ftalatos de cadena larga como 
el di-2-etilhexil ftalato (DEHP) y el diisonoil ftalato (DiNP) son principalmente usados 
en materiales de policloruro de vinilo (PVC) como envases en contacto con alimentos, 
recubrimientos del suelo, ropa y juguetes. Por otro lado, los ftalatos de cadena corta como 
el dimetil ftalato (DMP), el dietil ftalato (DEPHT), el benzilbutil ftalato (BzBP) y el 
diisobutil ftalato (DiBP) también son usados en productos cosméticos, pinturas o el 
recubrimiento de cápsulas (Wittassek et al., 2011). En la Unión Europea, el uso de 
ftalatos está regulado en materiales en contacto con alimentos (Comission Directive EC, 
2007), juguetes y artículos destinados a niños que puedan ser introducidos en la boca 
(Regulation EC, 2006), cosméticos (Regulation EC, 2009), medicinas (EMA, 2014) y 
en productos sanitarios (Directive EC, 2007). 
Como los ftalatos no están unidos covalentemente al material, pasan con facilidad desde 
los productos que lo contienen al aire, alimentos, agua y polvo. Como resultado, la 
población general está continuamente expuesta a ftalatos a través de la ingestión, 
inhalación y/o la exposición dérmica (Weiss et al., 2018). Después de entrar en el 
organismo, los ftalatos se metabolizan. Durante el primer paso metabólico, se hidroliza 





tipos de transformaciones como la oxidación o la hidroxilación de los monoésteres de 
ftalatos de cadena larga como el DEHP. Durante el metabolismo de fase II, los 
metabolitos de ftalatos se conjugan con grupos glucurónido. Un gran porcentaje de la 
dosis absorbida de ftalatos se excreta durante las primeras 24h ya sea como metabolitos 
libres o conjugados (Frederiksen et al., 2007; Wittassek et al., 2011). Algunos de los 
metabolitos urinarios de ftalatos más comunes se muestran en la Tabla 3.  
Existen diferentes estudios que han evaluado la toxicidad de los ftalatos y han concluido 
que tienen efectos tóxicos sobre la reproducción y el desarrollo en animales. Además, son 
considerados como posibles disruptores endocrinos en humanos (Heudorf et al., 2007). 
Se considera que a los niveles a los que está expuesta la población general, el riesgo de 
provocar alteraciones elevadas en el sistema reproductivo masculino es débil. Sin 
embargo, la evidencia de que puede afectar a la calidad del semen es moderada (Kay et 
al., 2014). Con respecto al neurodesarrollo, la exposición prenatal a ftalatos se asocia 
negativamente con el comportamiento y el desarrollo cognitivo de los niños (p. ej. menor 
cociente intelectual, problemas de la atención, hiperactividad y peor comunicación social) 
(Ejaredar et al., 2015). 
La BH es la mejor manera de evaluar la exposición global a ftalatos. Estos han sido 
determinados en varias matrices biológicas (orina, sangre, leche materna…). Sin 
embargo, en la mayoría de los casos la orina ha sido la matriz seleccionada para estudiar 
la exposición interna a ftalatos (Wittassek et al, 2011). Los niveles de metabolitos de 
ftalatos en orina reflejan una exposición reciente y en general se detectan a niveles traza. 
Como ejemplo, los últimos resultados publicados por el NHANES en la población 
estadounidense entre los años 2013 y 2014 muestran medias geométricas de los 
metabolitos de ftalatos más comúnes en un rango de entre 1,36 ng/mL (MEHP) y 35,7 






Tabla 3. Ftalatos y sus metabolitos (NHANES, 2009; Frederiksen et al., 2007) 
Ftalato 
(Acrónimo) 
Metabolito (Acrónimo) Estructura 
Di-2-etilhexil 
ftalato (DEHP) 











Mono[2-(carboximetil)hexil] ftalato  
(2cx-MMHP) 
 
Di-isononil ftalato  
(DiNP) 








Tabla 3. (Continuación) 
Ftalato 
(Acrónimo) 
Metabolito (Acrónimo) Estructura 
Dietil ftalato 
(DEPHT) 

































En España, se han estudiado niveles de metabolitos de ftalatos en mujeres embarazadas, 
mujeres y niños, cuyas muestras se han recogido entre 2004 y 2012. Para la mayoría de 
los metabolitos estudiados la frecuencia de detección (DF) fue mayor del 80% y el 
metabolito que se encontró a mayores niveles fue el MEP con medias geométricas que 
oscilaban entre 34.9 y 336 ng/mL en función del estudio (Casas et al 2016; Cutanda et 
al., 2015; Casas et al 2011). 
Existen valores guía para BH (tanto valores BE como HBM) que permiten llevar a cabo 
una estimación de la evaluación del riesgo a partir de los niveles de metabolitos de ftalatos 





Tabla 4. Valores guía para BH (BE y HBM-I) para ftalatos en orina 















Derivado del MRL 
intermedio de ATSDR 
Derivado de la 
TDI de EFSA 
DEHP (como la 











3200 (4100) 1100 (1400) - (Aylward et al., 
2009ª) 
DEHP (como la 












- - - 
 
 














1400 (1800) 2700 
(3500) 
- - 200 (280) - (Aylward et al., 
2009b) 
DiNP (como 
MiNP) ng/mL  
- - - - 0,5** - (Hays et al., 
2011) 
*Para mujeres en edad reproductiva 






2.5.2. Plaguicidas polares 
El uso de plaguicidas ha mejorado la productividad de la agricultura y ha reducido la 
propagación de enfermedades transmitidas por insectos alrededor del mundo. Tras la 
prohibición o restricción de los plaguicidas persistentes, estos han sido sustituidos por 
plaguicidas más polares como los organofosforados, los carbamatos o los piretroides. Sin 
embargo, el uso intensivo de esos compuestos puede tener un impacto sobre la salud 
pública (González-Alzaga, 2015). Existen varias familias de plaguicidas polares 
utilizadas como insecticidas, herbicidas o fungicidas en la agricultura y/o en los hogares 
(Yusa et al., 2015). En la Tabla 5 se muestran algunos de los biomarcadores de 
plaguicidas polares más estudiados en orina humana. 
Hay evidencias de efectos carcinogénicos, neurológicos, reproductivos, inmunológicos y 
genotóxicos asociados a la exposición con plaguicidas no persistentes en adultos 
(Koureas et al., 2012). Además, varios estudios han establecido que la exposición a 
plaguicidas puede provocar efectos adversos sobre la reproducción (Rauch et al., 2012) 
y problemas en el neurodesarrollo en niños (Marks et al., 2010; 5, Rauh et al., 2012). 
La exposición a estos compuestos es principalmente debida a la ingesta de agua y 
alimentos como frutas y vegetales contaminados, así como por inhalación en zonas 
cercanas a la aplicación de plaguicidas (Sang et al., 2020; López et al., 2016).  
Para estudiar la exposición interna a plaguicidas no-persistentes con semividas cortas en 
el organismo, la orina es la matriz más adecuada. Los niveles de metabolitos de 
plaguicidas en orina proporciona información acerca de una exposición reciente (Roca et 
al., 2014a). Sin embargo, también se han realizado estudios en sangre, plasma, suero, 
pelo y otras matrices. En la mayoría de los casos los biomarcadores de exposición son los 
















Tabla 5. Biomarcadores de plaguicidas polares en orina humana (Roca et al., 2014b). 
Familia Plaguicida Biomarcador Acrónimo 
Organofosforados Chlorpirifós, chlorpirifós-metil 3,5,6-Thrichloro-2-pyridinol TCPy 
Paratión, metil paratión p-nitrophenol PNP 
Pirimifos-metil 2-Diethylamino-6-methyl-6-hydroxypyrimidine DEAMPY 
Diazinon 2-Isopropyl-4-methyl-6-hydroxypyrimidine IMPY 
Coumafós 3-Chloro-7-hydroxy-4-methylcoumarin CMHC 
Fenitrotión 3-Methyl-4-nitrophenol MNP 
Dimetoato Dimetoato DIMET 
Ometoato Ometoato OMET 
Acefato Acefato AP 
Metamidofós Metamidofós Metamidofós 
Cloretoxifós, clorpirifós, coumafós, diazinón, disulfotón, etión, paratión, forato, fosalón, 
sulfotep, terbufós, azinfos-metil, diclorvós, dicrotofós, dimetoato, fenitrotión, fentión, 
malatión, metil paratión, triclorfón, clorpirifos-metil, metidatión, mevinphos, 
oxidemetón-metil, fosmet, pirimifos-metil, temefós, tetraclorvinfós, naled. 
 
 
Diethyl phosphate DEP 
Diethyl thiophosphate DETP 
Dimethyl thiophosphate DMTP 
Dimethyl dithiophosphate DMDTP 
Herbicidas tipo 
fenoxi 
Ácido 2,4-diclorofenoxiacético Ácido 2,4-diclorofenoxiacético 2,4-D 
Ácido 2,4,5-triclorofenoxiacético Ácido 2,4,5-triclorofenoxiacético 2,4,5-T 
Herbicidas tipo 
cloroacetanilida 
Atrazina Atrazine mercapturate ATZM 
Alachlor Alachlor mercapturate ALAM 
Metolaclor Metolachlor mercapturate METM 
Piretroides Piretroides comerciales 3-Phenoxybenzoic acid PBA 
Ciflutrina 4-Fluoro-3-phenoxybenzoic acid FPBA 

















El BPA es un compuesto químico producido a gran escala y ampliamente usado en 
materiales en contacto con alimentos y bebidas hechos de plásticos tipo policarbonato, en 
resinas epoxi usadas en el recubrimiento interno de las latas de conserva, así como en 
papeles térmicos (Mercogliano & Santonicola, 2018). 
Se considera que la dieta es la principal fuente de exposición al BPA para la población 
general, aunque también existen otras fuentes que pueden contribuir a la exposición 
global como el papel térmico o el contacto con juguetes (Geens et al., 2012). Según la 
EFSA, la comida enlatada (50%) y los productos cárnicos no enlatados (20%) fueron las 
principales fuentes de exposición a BPA en la población general en Europa. En el caso 
de los niños, las fórmulas infantiles constituyeron entre el 25 y el 37% de la exposición 
total (EFSA, 2015). Una normativa europea reciente (EU, 2018) ha intensificido las 
restricciones en el uso de BPA en materiales en contacto con alimentos. Esta normativa 
establece que la migración no deben superar el límite de 0,05 mg de BPA por kg de 
alimento, prohíbe el uso de BPA en biberones y establece que no se permite la migración 
de BPA desde los recubrimientos aplicados a materiales en contacto con alimentos 
destinados para niños menores de 3 años. 
En una reciente opinión científica de EFSA (EFSA, 2015): a) se identifica la exposición 
a BPA con efectos adversos sobre el riñón y el hígado; b) establece que no hay suficiente 
evidencia científica para correlacionar la exposición a BPA a bajas dosis con alteraciones 
en el sistema reproductivo; c) indica que la exposición prenatal a BPA puede estar 
asociada con efectos sobre el neurodesarrollo, sin embargo, señala que no hay suficiente 
evidencia científica como para confirmarlo.  
Así mismo, varios estudios han concluido que el BPA puede interactuar con el sistema 
endocrino (ej: receptores de estrógenos), pero no se puede asegurar que los efectos 
observados puedan ocurrir a las concentraciones a las que la población está expuesta ni 
si esta exposición puede dar lugar a efectos adversos sobre la salud (WHO, 2010). En 
base a los datos toxicológicos, se ha establecido una TDI temporal (t-TDI) de 4µg /Kg 
peso corporal (pc) día para la exposición oral a BPA (EFSA, 2015). 
Las restricciones en el uso de BPA han estimulado a los fabricantes a emplear compuestos 
alternativos para sustituir al BPA. Entre ellos, el BPF y el BPS son los más usados (Chen 
et al., 2016; Liao et al., 2021a). Sin embargo, existen estudios recientes que muestran 
que el BPF y el BPS presentan efectos sobre el sistema endocrino similares a los del BPA 
(Rochester & Bolden, 2015). Además, el proyecto europeo HBM4EU ha incluido al BPF 
y al BPS, junto con el BPA, en el listado de sustancias prioritarias para ser analizadas en 
estudios de biomonitorización (HBM4EU, 2017). Las estructuras del BPA, BPF y BPS 
se muestran en la Figura 15. 
Tras la ingesta oral, el BPA es metabolizado en el hígado para formar el conjugado con 
glucurónido. En humanos, el BPA tiene una semivida de menos de 6h y se excreta en 





encontrado BPA libre en varias muestras biológicas, indicando que la población está 
expuesta internamente a formas estrogénicamente activas de BPA (Vandenberg et al., 
2010). 
En las madres lactantes, la porción absorbida de BPA se transfiere rápidamente a la leche 
materna, por lo que el BPA en leche se considera un biomarcador de exposición reciente 
(Migeot, 2013). Se han observado altas concentraciones de BPA en la leche horas después 
de su consumo (Tateoka et al., 2015). Sin embargo, los niveles de BPA en calostro 
reflejan la exposición acumulada durante la segunda mitad de la gestación. (Migeot, 
2013).  
El BPA se encuentra en leche materna tanto libre como conjugado (Cao et al., 2015). Sin 
embargo, el BPA conjugado no posee ninguna actividad estrogénica (Migeot, 2013); en 
consecuencia, los niveles de BPA libres en leche son más adecuados para llevar a cabo la 
evaluación del riesgo de los niños lactantes. Un comité de expertos de FAO/WHO 
(WHO, 2010) estimó que la ingesta de BPA de los recién nacidos que se alimentaban 
exclusivamente mediante lactancia (0-6 meses de edad) era de 0.3 y 1.3 µg/kg peso 
corporal por día (media y percentil 95, respectivamente). 
Mercogliano & Santonicola (2018) llevaron a cabo una revisión de niveles de BPA en 
leche materna desde 2003. Sin embargo, la mayoría de los estudios solo analizaron un 
número reducido de muestras (n ≤ 30).  
El metabolismo y la distribución del BPF y el BPS en humanos no ha sido tan estudiado 
como el del BPA, sin embargo, algunos experimentos sugieren que el metabolismo del 
BPF y el BPS es similar al del BPA (Rochester & Bolden 2015). Se han llevado a cabo 
varios estudios para determinar los niveles en orina de BPF y BPS (Liao et al. 2012b; 
Yang et al. 2014; Zhou et al. 2014). No obstante, muy pocos han estudiado la presencia 
de estos bisfenoles en leche materna y, además, analizaron un número reducido de 
muestras (n ≤ 30) (Deceunink et al., 2015; Niu et al., 2017). 
Debido a que los bisfenoles, en especial el BPA, son contaminantes ubicuos, se debe tener 
especial cuidado durante el muestreo, tratamiento de muestra y análisis para la 
determinación de estas sustancias en estudios de BH (Ye et al., 2013). Los sacaleches y 
recipientes de conservación de la muestra pueden ser una fuente de contaminación a BPA 
(Arbuckle et al., 2015; Mendonca et al., 2014). Además, se recomienda verificar que el 
material de polipropileno usado durante la preparación y el análisis de las muestras está 













Los parabenos, o ésteres del ácido p-hidroxibenzoico, son un grupo de compuestos 
químicos muy utilizados como conservantes debido a sus propiedades antimicrobianas 
(Bledzka et al., 2014). Existen diferentes tipos de parabenos diferenciados por la 
conformación de su cadena, que también define sus propiedades fisicoquímicas. El MP, 
el EP, el PP y el BP son los parabenos más comúnmente usados (ver Figura 15) (Nowak 
et al., 2018).  
La UE permite y regula el uso de parabenos en alimentos (EU Directive, 2006), productos 
farmacéuticos (SANTE 2017a; SANTE, 2017b) y cosméticos (EC, 2009; EC, 2014a; 
EC 2014b). Debido al elevado uso de estos compuestos, los investigadores han detectado 
niveles de parabenos en muestras de agua (Carmona et al., 2014); alimentos (Liao et al., 
2013a; Liao et al., 2013b), polvo (Wang et al., 2012) y otras matrices como vegetales, 
suelo, pescado o aire (Bledka et al., 2014). 
En humanos, las principales vías de exposición son la absorción dérmica al utilizar 
productos de cuidado personal, con una exposición estimada máxima de 2400 μg/kg pc-
día, y la ingestión de productos farmacéuticos y alimentos, con ingestas diarias estimadas 
(EDIs) máximas de 417 μg/kg pc-día y de 13 μg/kg pc-día, respectivamente. Algunos 
estudios con animales han correlacionado la exposición a parabenos con efectos sobre la 
salud, principalmente con alteraciones en la actividad estrogénica durante la gestación y 
la primera infancia (Kang et al., 2002; Ahn et al., 2012; Guerra et al., 2017). Los 





especial cuidado con el PP ya que su margen de seguridad es más bajo. Además, se 
necesitan estudios toxicológicos que combinen la exposición a parabenos con la 
exposicón a otros contaminantes con efectos estrogénicos (Boberg et al., 2010). A pesar 
de estos estudios, en general se considera que los niveles a los que la población está 
expuesto son seguros, aunque son necesarios más estudios toxicológicos (Bledzka et al., 
2014). 
Tras la absorción dérmica y gastrointestinal, los parabenos son principalmente 
metabolizados a ácido p-hidroxibenzoico. Sin embargo, este metabolito es un 
biomarcador inespecífico de la exposición a parabenos y la toxicidad puede variar entre 
los diferentes parabenos (Ye et al., 2008). Además, los parabenos también pueden formar 
metabolitos oxidados que se excretan en orina junto con los parabenos inalterados. Los 
parabenos son excretados rápidamente mediante la orina por lo que se consideran 
biomarcadores de exposición reciente (Moos et al., 2016). 
Los estudios de BH de parabenos se han centrado en los niveles en orina (Ye et al., 
2006a). Sin embargo, los parabenos también han sido estudiados en otras matrices como 
la sangre (Mulla et al., 2015), el plasma (Kolatrova et al., 2018) o el tejido adiposo 
(Artacho-Cordon et al., 2018). Los parabenos se han detectado en leche materna tanto 
libres como conjugados (Azzouz et al., 2016a), sin embargo, muchos de los estudios en 
leche materna fueron enfocados en el desarrollo de una metodología analítica y analizaron 
un número limitado de muestras (n<20) (Souza et al., 2016). Tan sólo Fisher et al. y 
Schlumpf et al. analizaron un mayor número de muestras y detectaron niveles de 
parabenos en un rango entre <LoQ y 16 ng/mL con frecuencias de detección (DF) en un 
rango del 0 al 82% (Fisher et al., 2017; Schlumpf et al., 2010). 
La EFSA ha establecido el ADI para la suma de MP y EP en 0-10 mg/kg pc por día en 
base a estudios que establecieron ‘non-observed-adverse-effects-levels’ (NOAELs) de 
1000 mg/kg pc por día para ambos parabenos. Sin embargo, no se pudo definir un ADI 
para el PP debido a estudios que mostraron alteraciones sobre las hormonas sexuales y 
los órganos reproductores masculinos en ratas (EFSA, 2004). Tan solo Schlumpf et al. 
han estudiado la exposición a parabenos de los recién nacidos a través de la lactancia 













































Los objetivos generales de la presente tesis son el desarrollo de metodologías analíticas 
para la determinación de contaminantes alimentarios y sus metabolitos en muestras 
biológicas humanas, y aplicar dichas metodologías en estudios poblacionales para llevar 
a cabo una evaluación de la exposición y del riesgo. 
Los objetivos principales se concretan en seis objetivos específicos: 
1) Aplicación de la LC-HRMS para la determinación de biomarcadores de plaguicidas en 
orina mediante un análisis retrospectivo de sospechosos, de desconocidos y multivariante. 
2) Optimización de los parámetros instrumentales de un HRMS Orbitrap para la 
determinación de biomarcadores de exposición de plaguicidas en orina. 
3) Desarrollo de una metodo multiresiduo para la determinación de bisfenoles y 
parabenos en leche materna mediante LC-MS/MS. 
4) Estudio de las concentraciones de bisfenoles en leche materna y evaluación del riesgo 
en recién nacidos lactantes. 
5) Estudio de las concentraciones de parabenos en leche materna y evaluación del riesgo 
en recién nacidos lactantes. 
6) Estudio de las concentraciones de metabolitos de ftalatos en orina y evaluación del 


















4. MATERIALES Y MÉTODOS 
En esta sección se describen los materiales, reactivos, patrones y equipos utilizados en la 
presente Tesis Doctoral. Además, se describen las poblaciones estudiadas, como se ha 
llevado a cabo la toma de muestra, las técnicas de preparación de muestra y las 
metodologías analíticas mediante LC-MS utilizadas. 
También se señalan los criterios de identificación y confirmación que se han utilizado 
para la detección y cuantificación de los biomarcadores, la metodología empleada para el 
estudio de los determinantes de la exposición y la metodología utilizada para llevar a cabo 
la evaluación del riesgo en la población estudiada. 
 
4.1. Materiales, reactivos, patrones, equipos y software. 
 
A) Material empleado: 
-Sobres de extracción QuEChERS EN con 4 g MgSO4, 1 g NaCl, 1 g citrato sódico 
anhidro, 0.5 g de monohidrogencitrato disódico sesquihidrato de Agilent Technologies 
(Madrid, España). 
-Sobres de extracción QuEChERS (Original) con 4 g MgSO4, 1 g NaCl de Agilent 
Technologies (Madrid, España). 
-Kit de extracción en fase sólida dispersiva AOAC en tubos de 15mL de polipropileno 
con 400 mg de PSA, 200 mg de C18 y 12000 mg de MgSO4, de Agilent Technologies 
(Madrid, España). 
-Piezas de cerámica para la homogenización de Agilent Technologies (Madrid, España). 
 
B) Reactivos utilizados: 
-Acetonitrilo para análisis de residuos de plaguicidas de Scharlab (Barcelona, España). 
-Acetonitrilo grado LC-MS de VWR Prolabo (Barcelona, España). 
-Metanol grado LC-MS de VWR Prolabo (Barcelona, España). 
-Metanol para análisis de residuos de plaguicidas de Scharlab (Barcelona, España).  
-Ácido acético (pureza 98-100%) de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania). 
-Acetato de sodio anhidro de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania). 
-Agua ultrapura producida con un sistema Milli-Q de Millipore (Bedford, EEUU). 
-Enzima 𝛽-glucuronidasa/sulfatasa de Helix pomatia tipo H1 de Sigma Aldrich (St. 
Louis, MO, EEUU). 
-Enzima 𝛽-glucuronidasa arilsulfatasa de Helix pomatia de Merck KGaA (Darmstadt, 
Alemania) 
-Enzima 𝛽-glucuronidasa (E. coli K12) de Roche (Mannheim, Alemania).  
-Orina sintética SURINE de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EEUU). 





-2-Diethylamino-6-methyl-6-hydroxypyrimidine de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, 
Alemania). 
-2-Isopropyl-4-methyl-6-hydroxypyrimidine de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-3-Chloro-7-hydroxy-4-methylcoumarin de Santa Cruz Biotechnology, Inc (Heidelberg, 
Alemania). (Ausburg, Alemania). 
-3-Ketocarbofuran de Sigma Aldrich (Barcelona, España). 
-3-Methyl-4-nitrophenol de Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemania). 
-3-Phenoxybenzoic acid de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-3,5,6-Trichloro-2-pyridinol de Sigma Aldrich (Barcelona, España). 
-4,6-dimethoxy-2-pyridinamine de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-4-Fluro-3-phenoxybenzoic acid de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Acefato de Analytical Standard Solutions (Saint Jean d'Illac, Francia). 
-Ácido 2,4-diclorofenoxiacético de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Ácido 2,4,5-triclorofenoxiacético de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Alachlor mercapturate de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Atrazine mercapturate de Santa Cruz Biotechnology, Inc (Heidelberg, Alemania). 
-cis-(2,2-dibromovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane-1-carboxylic acid de Dr. Ehrenstorfer 
(Ausburg, Alemania). 
-cis,trans-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane-1-carboxylic acid de Dr. 
Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Diethyl dithiophosphate de Sigma-Aldrich (Barcelona, España). 
-Diethyl malate de Sigma Aldrich (Barcelona, España). 
-Diethyl maleate de Sigma Aldrich (Barcelona, España). 
-Diethyl phosphate de Chromlab (Barcelona, España).  
-Diethyl thiophosphate de Cerilliant-Certificated Reference Materials (Texas, EEUU). 
-Di-n-butylphosphate de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Dimethyl dithiophosphate de Cerilliant-Certificated Reference Materials (Texas, 
EEUU). 
-Dimethyl thiophosphate de Chiron AS (Trondheim, Noruega). 
-Dimetoato de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Malathion dicarboxylic acid de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Methyl-N-(3-hydroxyphenyl)-carbamate de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Methyl-N-phenylcarbamate de Sigma Aldrich (Barcelona, España). 
-Metamidofós de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Metolachlor mercapturate de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-N-(2-Ethyl-6-methylphenyl)-2-hydroxyacetamide de Sigma Aldrich (Barcelona, 
España). 
-Ometoato de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-p-nitrophenol de Analytical Standard Solutions (Saint Jean d'Illac, Francia). 
-Propachloroxanilic acid de Sigma Aldrich (Barcelona, España). 
-4-fluoro-3-phenoxybenzoic acid (13C6, 99%) de Cambridge Isotope Laboratories 
(Massachusetts, EEUU). 




-Ácido 2,4-diclorofenoxiacético-d3 de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Atrazine mercapturate (ring-13C3, 99%) de Cambridge Isotope Laboratories 
(Massachusetts, EEUU). 
-Dimetoato d6 de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Metamidofós-d6 de CDN Isotopes (Quebec, Canadá). 
-p-nitrophenol-2,3,5,6-d4 de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-trans-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropane-1-carboxylic acid-13C2, d1 de 
Cambridge Isotope Laboratories (Massachusetts, EEUU). 
-Bifenol A de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Bifenol F de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Bifenol S de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Bifenol A -d14 de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Bifenol F-d10 de Toronto Research Chemicals (Toronto, Canadá). 
-Bifenol S-d8 de CDN Isotopes (Quebec, Canadá). 
-Metil paraben de Sigma-Aldrich (Barcelona, España). 
-Etil paraben de Sigma-Aldrich (Barcelona, España). 
-Propil paraben de Sigma-Aldrich (Barcelona, España). 
-Butil paraben de Sigma-Aldrich (Barcelona, España). 
-13C6-Butil paraben de Cambridge Isotope Laboratories (Massachusetts, EEUU). 
-13C6-Metil paraben de Cambridge Isotope Laboratories (Massachusetts, EEUU). 
-Etil paraben-d5 de Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Alemania). 
-Mono-(2-etil-5-carboxipentil) ftalato (MECPP) de Cambridge Isotope Laboratories 
(Andover, MA, EEUU). 
-Mono-(2-etil-5-hidroxihexil) ftalato (MEHHP) de Cambridge Isotope Laboratories 
(Andover, MA, EEUU). 
-Mono-(2-etil-5-oxohexil) ftalato (MEOHP) de Cambridge Isotope Laboratories 
(Andover, MA, EEUU). 
-Mono-(3-carboxipropil) ftalato (MCPP) de Cambridge Isotope Laboratories (Andover, 
MA, EEUU). 
-Mono[2-(carboximetil)hexil] ftalato (2cx-MMHP) de Cambridge Isotope Laboratories 
(Andover, MA, EEUU). 
-Monoisobutil ftalato (MiBP) de Cambridge Isotope Labs. (Andover, MA, EEUU). 
-Monoisononil ftalato (MiNP) de Cambridge Isotope Labs. (Andover, MA, EEUU). 
-Monobenzil ftalato (MBzP) de AccuStandard, Inc. (New Haven, CT, EEUU). 
-Monoetil ftalato (MEP) de AccuStandard, Inc. (New Haven, CT, EEUU). 
-Mono-n-octil ftalato (MOP) de AccuStandard, Inc. (New Haven, CT, EEUU). 
-Monociclohexil ftalato (MCHP) de Fluka, Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EEUU). 
-Monomethyl ftalato (MMP) de Fluka, Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EEUU). 
-Mono-2-etilhexil ftalato (MEHP) de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-Mono-n-butil ftalato (MnBP) de Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemania). 
-13C4-Mono-(2-etil-5-oxohexil) ftalato (MEOHP-
13C4) de Cambridge Isotope 
Laboratories (Andover, MA, EEUU). 
-13C2-Mono-n-butil ftalato (MnBP-
13C2) de Cambridge Isotope Laboratories (Andover, 
MA, EEUU).  





-Columna cromatográfica Hypersil Gold aQ (100 mm x 2.1 mm, 1.9 μm) de Thermo 
Fisher Scientific (Bremen, Alemania). 
-Columna cromatográfica Hypersil Gold (100 mm x 2.1 mm, 1.9 μm) de Thermo Fisher 
Scientific (Bremen, Alemania). 
-Columna cromatográfica Symmetry C18 (150 mm x 2.1mm, 5 μm) de Waters (Milford, 
Massachusetts, EEUU). 
-Columna C18 Luna Omega 50 x 2.1 mm (1.6 μm) de Phenomenex Inc. (Torrance, CA, 
EEUU). 
-Cromatógrafo UHPLC Accela™ de Thermo Fisher Scientific (Bremen, Alemania). 
-Cromatógrafo HPLC Finnigan Surveyor™ de Thermo Fisher Scientific (Bremen, 
Alemania) 
-Cromatógrafo, Dionex™ UltiMate™ 3000 de Thermo Scientific™ (Bremen, Alemania). 
-Espectrómetro de masas de alta resolución tipo Orbitrap, Exactive™ con fuente de 
ionización mediante electronebulización (HESI-II) de Thermo Scientific (Bremen, 
Alemania). 
-Espectrómetro de masas de triple cuadrupolo, Finnigan TSQ Quantum Ultra Detector 
Analyser equipado con una fuente de ionización APCI (San José, CA, EEUU). 
-Espectrómetro de masas de triple cuadrupolo, TSQ Quantiva con fuente de ionización 
tipo ESI de Thermo Scientific™ (Bremen, Alemania). 
-MIRIS HMA™ de MIRIS AB (Uppsala, Suecia). 
 
E) Software: 
-Mass Frontier 7.0.2014 from Thermo Scientific en capítulo 1. 
-MINITAB, Release 14 de Minitab Inc. (Birmingham, Reino Unido) en capítulos 3-5. 
-MzMine 2.10 (software libre) (Pluskal et al., 2010) en capítulo 1. 
-R, versión 3.3.1. (software libre) en capítulos 4-6. 
-SIMCA v13.0 de Umetrics (Umeå, Suecia) en capítulo 1. 
-SPSS, versión 17.0 de IBM en capítulo 4-6. 
-TraceFinder™ 3.1 de Thermo Scientific (Bremen, Alemania) en capítulos 1 y 2. 
-TraceFinder™ 3.2 de Thermo Scientific (Bremen, Alemania) en capítulos 3-6. 
-Xcalibur™ 2.2 de Thermo Scientific (Bremen, Alemania) en todos los capítulos. 
 
4.2. Población estudiada 
El capítulo 1 se estudiaron diferentes enfoques analíticos para la determinación e 
identificación de biomarcadores de plaguicidas en orina humana. La metodología 
analítica fue aplicada en muestras de orina de 49 madres embarazadas cedidas por el 
proyecto FP7-ENV-DENAMIC ‘Developmental Neurotoxicity Assessment of Mixtures 




in Children’ (cod 282957). Las madres donantes residían en Sabadell (España) (n=30), 
Valencia (España) (n=10) y en diferentes regiones de Eslovaquia (n=9). 
En los capítulos 4-6 de la presente tesis se han estudiado las concentraciones de 
parabenos, bisfenoles y metabolitos de ftalatos en matrices biológicas (leche y orina) de 
las participantes en el proyecto Bettermilk. Las participantes fueron madres lactantes que 
había dado a luz entre junio y noviembre de 2015 en el Hospital Universitario y 
Politécnico ‘La Fe’ (Valencia, España). Los criterios de selección para unirse al proyecto 
fueron: i) haber tenido un embarazo y parto normales; ii) la madre había vivido en la 
Comunidad Valenciana durante al menos 10 años; y iii) la madre había decidido 
amamantar a su hijo/a. Un total de 120 madres de entre 20 y 45 años participaron en el 
estudio. El estudio fue aprobado por el Comité Ético de la Dirección General de Salud 
Pública y Centro Superior de Investigación en Salud Pública y por el Comité Ético de 
Investigación Biomédica del Hospital Universitario y Politécnico la Fe y todas las madres 
firmaron el consentimiento informado. El Biobanco IBSP-CV (PT13/0010/0064) fue el 
responsable de la conservación de las muestras y de la información de las participantes. 
 
4.2.1. Toma de muestra. 
Para el estudio de bisfenoles y parabenos se analizó una muestra de leche de cada madre 
lactante tomada a las dos semanas después del parto. Además, algunas madres (n=56) 
dieron dos muestras extra tomadas a las cinco y ocho semanas después del parto con 
objeto de estudiar la evolución de los niveles de contaminantes en leche a lo largo de la 
lactancia. Las muestras se recogieron tras lavar el pecho con abundante agua y utilizando 
un sacaleches libre de BPA. Las muestras se guardaron en un recipiente de vidrio y fueron 
conservadas en el congelador de las casas a (-20) ºC hasta su traslado al Biobanco IBSP-
CV, donde fueron alicuotadas y conservadas a (-80) ºC. 
Para el estudio de metabolitos de ftalatos se analizó una muestra de orina de cada madre 
lactante tomada entre las dos y las ocho semanas después del parto. Las muestras se 
tomaron a primera hora de la mañana y se conservaron en la nevera del domicilio de las 
madres hasta su traslado por parte del personal investigador ese mismo día al Biobanco 
IBSP-CV, donde fueron alicuotadas y conservadas en recipientes de vidrio a (-80) ºC. 
 
4.2.2. Cuestionarios 
Las participantes del estudio Bettermilk cumplimentaron una serie de cuestionarios que 
proporcionaron información sociodemográfica, dietética y de hábitos de vida de las 
madres lactantes. Los resultados de los cuestionarios se muestran en las Tablas 6-9. 
 
 




4.3. Preparación de las muestras. 
En todos los casos, previamente al tratamiento de muestra se llevó a cabo una hidrólisis 
enzimática para la desconjugación de los biomarcadores con grupos glucurónido y/o 
sulfato (metabolitos de fase II). En general se utilizó una enzima β-glucuronidasa-aryl-
sulfatasa de Helix pomatia, excepto en el caso de la determinación de metabolitos de 
ftalatos en la que se utilizó una enzima β-glucuronidasa de E. coli K-12 para evitar la 
hidrólisis de los monoésteres por parte de la enzima (Dwivedi et al., 2018). En general, 
el procedimiento de la hidrólisis consistió en añadir a la muestra la enzima junto con una 
solución tampón, e incubar a 37ºC. Para la determinación de bisfenoles y parabenos en 
leche, las muestras fueron tratadas tanto con enzima como sin ella con objeto de conocer 
la proporción de analitos libres y conjugados en muestra.  
Con respecto al tratamiento de muestra se siguieron de manera general dos tipos de 
preparación de muestra: QuEChERS y ‘Dilute & Shoot’. En el caso de la determinación 
de biomarcadores de plaguicidas en orina y de bisfenoles y parabenos en leche materna, 
la extracción se llevó a cabo utilizando QuEChERS, mientras que para la determinación 
de metabolitos de ftalatos en orina se ha utilizado ‘Dilute & Shoot’. 
Con respecto a la extracción de muestra con QuEChERS, se llevaron a cabo dos 
procedimientos diferentes, en el caso de la determinación de plaguicidas en orina, tan solo 
se utilizó la primera fase de extracción facilitada por ‘salting-out’. Sin embargo, para la 
determinación de bisfenoles y parabenos en leche materna, el procedimiento incluía tanto 
la  fase  de  ‘salting  out’,  como  la  purificación  posterior.   
 
Tabla 6. Características generales de las madres lactantes y los recién nacidos (n=120) 
Características n (%) 
Madre  
Número de hijos  
1 69 (57.5) 
2 40 (33.3) 
≥ 3 11 (9.2) 
Edad (años) 33 (20 - 45)a 
Datos faltantes 1 (0.8) 
Peso antes del embarazo (kg) 60 (42 - 92)a 
Datos faltantes 2 (1.7) 
Altura (cm) 164 (150 - 184)a 
Datos faltantes 2 (1.7) 
Índice de masa corporal antes del embarazo (kg/m2) 21.9 (16.6 - 35.4)a 
Datos faltantes 2 (1.7) 
Dieta específica durante el embarazo  
Sí 17 (14.2) 
No 101 (84.2) 
Datos faltantes 2 (1.7) 




Tabla 6. (Continuación) 
Características n (%) 
País de nacimiento  
España 104 (86.7) 
Otro 14 (11.7) 
Datos faltantes 2 (1.7) 
Lugar de residencia  
Urbano 85 (70.8) 
Rural 21 (17.5) 
Datos faltantes 14 (11.7) 
Nivel educacional  
Solo educación primaria 13 (10.8) 
Hasta educación secundaria 24 (20.0) 
Estudios universitarios 83 (69.2) 
Situación laboral  
Empleada 100 (83.3) 
Desempleada 18 (15.0) 
Datos faltantes 2 (1.7) 
Tiempo trabajado fuera de casa (años) 10 (0 - 28)a 
Datos faltantes 2 (1.7) 
La madre fue amamantada  
Sí 81 (67.5) 
No 34 (28.3) 
Datos faltantes 5 (4.2) 
Ejercicio físico  
3 o más días a la semana 19 (15.8) 
1 o 2 días a la semana 18 (15.0) 
Ocasionalmente 50 (41.7) 
Nunca 30 (25.0) 
Datos faltantes 3 (2.5) 
Fumadora  
Sí 9 (7.5) 
Ex-fumadora 48 (40.0) 
Nunca 63 (52.5) 
Recién nacido  
Edad gestacional (semanas) 40 (35 - 41)a 
Datos faltantes  28 (23.3) 
Sexo  
Niño 47 (39.2) 
Niña 70 (58.3) 
Datos faltantes 3 (2.5) 
Peso al nacer (g) 
3360 (2160 - 
4350)a 
Datos faltantes 3 (2.5) 
Altura al nacer (cm) 51 (46 - 55)a 
Datos faltantes 43 (35.8) 
Perímetro craneal al nacer (cm) 34 (32.5 - 37)a 
Datos faltantes 68 (56.7) 
        aValores expresados como mediana (mínimo- máximo). 




Tabla 7. Madres lactantes: consumo de alimentos por grupos (gramos/mes), Índice 
MED-DQI y consumo de productos envasados en las 72h previas (n=120). 
Consumo de alimentos por grupos (g/mes) 
*Datos faltantes: 6 (5.0)c 
Mediana (mínimo - máximo) 
Huevos 700 (30 - 1800) 
Lácteos 13000 (1400 - 40000) 
Productos cárnicos 6000 (700 - 14000) 
Productos de la pesca 4000 (1000 - 16000) 
Vegetales 13000 (1200 - 40000) 
Frutas 16000 (4000 - 80000) 
Legumbres y cereales 5000 (2000 - 30000) 
Aceites y grasas 800 (150 - 1500) 
Bollería y pastelería 1300 (170 - 7000) 
Miscelánea 1400 (300 - 30000) 
Bebidasa 44000 (1700 - 80000) 
Índice MED-DQI
b
 5 (0 - 8) 
Bueno 56 (46.7)c 
Medio-bueno 63 (52.5)c 
Medio-malo 1 (0.8)c 
Malo 0 (0)c 
Nº raciones productos envasados (72h 
previas) 
14 (1 - 39) 
  aValores expresados en mL/mes. 
 bValores expresados en unidades arbitrarias (a.u.). 










Tabla 8. Frecuencia de uso de productos cosméticos en madres lactantes (n=120). 
Frecuencia de uso de productos 
cosméticos  
n (%) 
Productos para el cuidado de la piel  
Frecuencia: Nunca o antes del embarazo   25 (20.8) 
Frecuencia: Diariamente 68 (56.7) 
Frecuencia: Varias veces a la semana 20 (16.7) 
Frecuencia: Varias veces al mes 4 (3.3) 
Datos faltantes 3 (2.5) 
Perfumes  
Frecuencia: Nunca o antes del embarazo   55 (45.8) 
Frecuencia: Diariamente 34 (28.3) 
Frecuencia: Varias veces a la semana 22 (18.3) 
Frecuencia: Varias veces al mes 4 (3.3) 
Datos faltantes 5 (4.2) 
Desodorantes  
Frecuencia: Nunca o antes del embarazo   9 (7.5) 
Frecuencia: Diariamente 96 (80.0) 
Frecuencia: Varias veces a la semana 6 (5.0) 
Datos faltantes 9 (7.5) 
Protectores solares  
Frecuencia: Nunca o antes del embarazo 74 (61.7) 
Frecuencia: Diariamente 17 (14.2) 
Frecuencia: Varias veces a la semana 10 (8.3) 
Frecuencia: Varias veces al mes 3 (2.5) 
Frecuencia: Ocasionalmente 10 (8.3) 
Datos faltantes 6 (5.0) 
  
Tintes para el cabello  
 
Veces al año 
 










Tabla 8. (Continuación). 
Frecuencia de uso de productos 
cosméticos  
n (%) 
Tinte para el cabello  
Última aplicación:  ≤1 semana 9 (7.5) 
Última aplicación:  < 1 mes 10 (8.3) 
Última aplicación:  ≥ 1 mes, < 3 meses 34 (28.3) 
Última aplicación:  ≥ 3 meses 12 (10.0) 
Última aplicación:  Nunca o antes del 
embarazo 
51 (42.5) 
Datos faltantes 4 (3.3) 
Pintalabios  
Frecuencia: Nunca o antes del embarazo   87 (72.5) 
Frecuencia: Diariamente 11 (9.2) 
Frecuencia: Varias veces a la semana 8 (6.7) 
Frecuencia: Varias veces al mes 13 (10.8) 
Datos faltantes 1 (0.8) 
Maquillaje  
Frecuencia: Nunca o antes del embarazo   65 (54.2) 
Frecuencia: Diariamente 16 (13.3) 
Frecuencia: Varias veces a la semana 16 (13.3) 
Frecuencia: Varias veces al mes 20 (16.7) 
Datos faltantes 3 (2.5) 













Tabla 9. Número de raciones de alimentos ingeridas durante las 72h previas por las 
madres lactantes (n=120). 
Nº raciones consumidas 
72 h previas 
Mediana (Mínimo - Máximo) 
Zumos envasados 0 (0 - 12) 
Huevos 1 (0 - 6) 
Productos cárnicos 4.3 (0 - 10) 
Productos de la pesca 1.3 (0 - 7) 
Lácteos 6 (0 - 17) 
Vegetales 3 (0 - 12) 
Frutas 6 (0 - 15) 
Legumbres y cereales 6.3 (2 – 20) 
Aceites y grasas 6 (0 - 21) 
 
Posteriormente, los extractos orgánicos se evaporaron aplicando corriente de nitrógeno 
en un baño de agua a 37ºC y se reconstituyeron. Tras la reconstitución, se filtraron las 
muestras previamente a su inyección en un equipo de LC-MS. 
Con respecto al tratamiento de muestra mediante ‘Dilute & Shoot’, 500 μL de muestra se 
diluyeron con tampón acetato amónico y enzima (requeridos para la hidrólisis enzimática) 
y agua, disolución de patrón interno (y disolución de patrón en el caso de curvas de 
calibrado y controles de calidad) hasta alcanzar un volumen final de 900 μL. Las muestras 
diluidas fueron centrifugadas y el sobrenadante fue filtrado para su posterior inyección 
en un equipo de LC-MS. 
En la Tabla 10 se detallan las preparaciones de muestra utilizadas en la presente tesis. 
 
4.4. Etapa de análisis. 
En la presente tesis, la etapa de análisis se ha llevado a cabo utilizando equipos de LC 
acoplada a MS. Para la separación cromatográfica se han empleado diferentes columnas 
y fases móviles y para la detección se han utilizado equipos de MS/MS tipo QqQ y de 
HRMS tipo Orbitrap. En la Tabla 10 se describen los diferentes métodos cromatográficos 
y de detección utilizados.  
 




Tabla 10. Preparaciones de muestra y técnicas LC-MS utilizadas en la presente tesis. 
Parámetros Capítulo 1 Capítulo 2 Capítulos 3, 4 y 5 Capítulo 6 
Analitos 
(matriz) 
Plaguicidas y sus metabolitos (orina) Bisfenoles y parabenos (leche) Metabolitos de ftalatos (orina) 
Volumen 
muestra 
5 mL 10 mL 0.5 mL 
Uso patrón 
interno 
Sí (sólo se usó para 
el análisis ‘target’) 
Sí Sí Sí 
Tratamiento 
enzimático 
Adición de 20 𝜇L de enzima 𝛽-
glucuronidasa aril sulfatasa (de Helix 
pomatia) y 1 mL de tampón acetato 0,2 M 
(incubación a 37ºC durante la noche) 
Adición de 1 mL de solución 
(enzima 𝛽-glucuronidasa aril sulfatasa de 
Helix pomatia en tampón acetato de 
amonio 1M) (incubación a 37ºC durante 17 
h). Las muestras fueron analizadas con 
hidrólisis enzimática y sin hidrólisis. 
Adición de 10 𝜇L de enzima 𝛽-glucuronidasa 
(E. Coli K12) y 200 𝜇L de tampón de acetato de 
amonio 1M (incubación a 37ºC durante 90 min). 
Tratamiento de 
muestra 
1. Adición 10 mL ACN y un sobre 
QuEChERS (EN), agitación y 
centrifugación (3.500 rpm, 10 min). 
2. Trasvase fase orgánica y evaporación 
(corriente N2, 37ºC) 
3. Reconstitución con 200 μL de 
MeOH:H2O (10:90,v/v) con 0.1% de ácido 
acético 
4. Ultracentrifugación y filtración en 
eppendorf con filtro 0.2 μm (11.000 rpm, 3 
min, 10° C) 
5. Trasvase del filtrado a un vial de 
inyección 
1. Adición 10 mL ACN y un sobre 
QuEChERS (Original), agitación y 
centrifugación (8.000 rpm, 10 min). 
2. Trasvase fase orgánica y congelación (-
20ºC, durante la noche) 
3. Agitación, adición sobre QuEChERS 
(AOAC), agitación y centrifugación (4.500 
rpm, 15 min) 
4. Trasvase fase orgánica y evaporación 
(corriente N2, 37ºC) 
5. Reconstitución con 250 μL of 
MeOH:H2O (20:80,v/v) 
6. Ultracentrifugación y filtración en 
eppendorf con filtro 0.2 μm (13.000 rpm, 1 
min, 5° C) 
7. Trasvase del filtrado a un vial de 
inyección 
 
1. Dilución con enzima y tampón acetato de 
amonio (ver tratamiento enzimático) y agua y 
disoluciónes patrón hasta un volumen final de 
900 𝜇L. 
2. Centrifugación (4500 rpm, 10 min). 
3. Trasvase de 400 𝜇L de sobrenadante y 
ultracentrifugación (13.000 rpm, 10 min, 4ºC). 
4. Trasvase de 200 𝜇L de sobrenadante a vial 
inyección. 




Tabla 10. (Continuación). 
Parámetros Capítulo 1 Capítulo 2 Capítulos 3, 4 y 5 Capítulo 6 
Cromatografía 
 






aQ (100 mm 




(100 mm x 2,1 
mm, 1,9 𝜇m) 
Columna Symmetry C18 (2,1×150 mm, 5 
μm) 
 




Fase móvil A: H2O (ácido acético 0,1%). 
Fase móvil B: MeOH (ácido acético 0,1%). 
Fase móvil A: H2O 
Fase móvil B: MeOH 
Fase móvil A: H2O (ácido acético 0,1%). 
Fase móvil B: MeOH:ACN (90:10, v/v) (ácido 
acético 0,1%) 
Flujo (LC) 400 (µL/min) 300 (µL/min) 400 (µL/min) 
Modo de 
ionización 
ESI en modo positivo y negativo APCI en modo negativo ESI en modo negativo 
Detector HRMS tipo Orbitrap MS/MS tipo QqQ MS/MS tipo QqQ 
Modo 
adquisición 
‘Full scan’ ‘Selected reaction monitoring’ (SRM) SRM 
‘Full scan’, HCD 
20eV 










4.5. Criterios de identificación y confirmación. 
Los criterios de identificación y confirmación de los analitos estudiados en la presente 
tesis doctoral están basados en la guía SANTE/11813/2017 y en el Capítulo 1 en la guía  
SANCO/12571/2013 (SANTE, 2017c; SANCO 2013). A continuación se describen los 
diferentes criterios utilizados: 
 
A) Criterios de identificación y confirmación para el estudio ‘target’ mediante LC-HRMS 
(Capítulos 1 y 2): 
i) Exactitud de masa del ion molecular < 5 ppm 
ii) Exactitud de masa del fragmento (si existe) < 5 ppm 
iii) Exactitud de masa de los iones del perfil isotópico (A+1, A+2 y/o A+4) < 5 ppm. 
iv) La diferencia en el tiempo de retención entre la muestra y el patrón debe ser ≤ 0.1 min 
(en el caso del Capítulo 1, cuyas muestras fueron analizadas y procesadas previamente, 
se utilizó el criterio de la SANCO/12571/2013: La diferencia en el tiempo de retención 
entre la muestra y el patrón debe ser ≤ 0.2 min). 
 
B) Criterios de identificación y confirmación para el análisis retrospectivo de sospechosos 
mediante LC-HRMS (Capítulo 1). 
Estos criterios se basaron en los parámetros de identificación que ofrece el software 
TraceFinder™ 3.1: 
Para los iones moleculares: 
i) Área mínima: 10,000 
ii) Relación señal-ruido > 5 
iii) Exctitud de masa < 5 ppm 
Para los fragmentos: 
iv) Intensidad mínima: 5,000 
v) Exctitud de masa < 5 ppm 
Con respecto al perfil isotópico: 
vi) Acoplamiento mínimo con respecto al teórico: 90% 
vii) Máxima desviación de la intensidad relativa: 30% 
viii) Exctitud de masa < 5 ppm 
 
 




C) Criterios de identificación y confirmación para el análisis retrospectivo de 
desconocidos mediante LC-HRMS (Capítulo 1): 
Para el análisis de desconocidos, la búsqueda de metabolitos de plaguicidas se llevó a 
cabo usando el enfoque ‘relación fragmentación-degradación’ (García-Reyes et al., 
2007). Esta metodología se basa en el hecho de que los compuestos de bajo peso 
molecular generalmente tienen rutas de degradación y fragmentación paralelas. Por lo 
tanto, si el fragmento de una molécula ‘A’ aparece tanto al tiempo de retención de la 
molécula ‘A’, como a otro tiempo de retención, podría indicar la presencia de una 
molécula ‘B’ con una estructura similar a la molécula ‘A’ (un posible metabolito). 
Mediante la revisión de los ‘extracted ion chromatogram’ (XIC) de los fragmentos, se 
puede comprobar la presencia de picos a tiempos de retención que no corresponden con 
los de la molécula padre y, por tanto, permiten la posible detección de nuevos metabolitos. 
Para una confirmación de los nuevos analitos se requiere de patrones de referencia 
certificados (si están disponibles) mediante la comparación de tiempos de retención. 
 
D) Criterios de procesado e identificación para el análisis multivariante mediante LC-
HRMS (Capítulo 1): 
Previamente al análisis multivariante, se procesaron de los ‘raw data’ adquiridos en ‘full 
scan’ sin fragmentación y ‘full scan’ con fragmentación mediante el programa MzMine 
2.10 con objeto de convertir datos tridimensionales (m/z, tiempo de retención e intensidad 
de señal (‘ion current’) en picos cromatrograficos (m/z, tiempo de retención) con sus áreas 
asociadas. El procesado de los datos incluyó 6 pasos con los criterios de identificación y 
procesado de señales del MzMine que se describen a continuación: 
i) Detección de masas aplicando el algoritmo ‘masa exacta’. 
ii) ‘Construcción del cromatograma’: altura mínima (104); ‘período de tiempo mínimo’ 
(0,09 min); y ‘tolerancia m/z’ (5 ppm, tolerancia relativa). 
iii) ‘Chromatogram deconvolution’: Aplicación del algoritmo ‘baseline cut-off’. 
iv) ‘Agrupamiento isotópico: ‘tolerancia m/z’ (5 ppm, tolerancia relativa); ‘toleracia RT’ 
(0,1 min, absoluta); ‘monotonic shape’ (Sí); ‘carga máxima’ (1); ‘isótopo representativo’ 
(más intenso). 
v) Para corregir las diferencias en RT y de m/z entre muestras, los picos se alinearon 
utilizando el algoritmo ‘Join aligner’ con los siguientes parámetros: ‘tolerancia m/z’ (10 
ppm); ‘peso de la m/z (90); ‘peso del RT’ (10); ‘Tolerancia del RT’ (0,25 min); ‘requiere 









E) Criterios de identificación y confirmación para LC-MS/MS (Capítulos 3-6) 
i) Detección de dos transiciones SRM por analito (en el caso de patrones internos solo se 
usa 1 transición). 
ii) Relación entre las áreas de las dos transiciones SRM en las muestras debía ser ≤ 30% 
a la relación en los patrones 
iii) Relación señal/ruido > 3 
iv) La diferencia en el tiempo de retención entre la muestra y el patrón ≤ 0,1min 
 
4.6. Análisis estadístico. 
El análisis estadístico se llevó a cabo utilizando los programas SPSS (versión 17.0.) para 
el análisis estadístico descriptivo, R (versiones 3.3.1 y 3.3.2.) para el análisis de 
determinantes y la evaluación del riesgo, y SIMCA (v13.0) para el análisis multivariante. 
 
4.6.1. Análisis estadístico descriptivo 
Se llevó a cabo un análisis estadístico descriptivo de los niveles de bisfenoles y parabenos 
en leche y de metabolitos de ftalatos en orina descritos en los Capítulos 4, 5 y 6 que 
presentaban una DF superior al 40%. Los valores inferiores al límite de cuantificación 
fueron estimados utilizando el ‘máximum likelihood estimation method’ (MLE) descrito 
en EFSA, (2010b). Este método asume que los datos se distribuyen de acuerdo a una 
distribución paramétrica determinada. Se asumió una distribución log-normal para las 
concentraciones de biomarcadores. Para describir los niveles de biomarcadores, se 
calculó la concentración mínima y máxima, los percentiles 25, 50, 75 y 95 (P25, P50, P75 
y P95, respectivamente) y la media aritmética (AM) y geométrica (GM) de cada 
biomarcador. 
 
4.6.2. Análisis de determinantes 
En los Capítulos 4, 5 y 6 se estudiaron posibles determinantes de los niveles de bisfenoles 
y parabenos en leche materna y de ftalatos en orina. Para ello, se construyeron modelos 
de regresión robusta (RRMs) tanto simples como múltiples para identificar asociaciones 
entre los niveles de biomarcadores y las variables independientes (sociodemográficas, 
dietéticas, de uso de cosméticos y de niveles de macronutrientes). Debido a la presencia 
de valores atípicos entre los niveles de biomarcadores, se decidió utilizar la regresión 
robusta como una alternativa a los métodos de estimación de mínimos cuadrados 
ordinarios (OLS). Para conseguir una distribución normal en la variable respuesta se 
utilizó la transformación logarítmica de las concentraciones de biomarcadores.  
En primer lugar se llevaron a cabo RRMs simples entre las variables dependientes 
(concentraciones de contaminantes) y todas las variables independientes. Posteriormente, 




se llevaron a cabo RRMs multiples, introduciendo para cada contaminante las variables 
independientes que habían mostrado un p-valor < (0,05 - 0,2) en los RRMs simples. Los 
RRMs mútliples se construyeron siguiendo un procedimiento de selección de variables 
hacia atrás basado en diferentes criterios: criterio de información bayesiano (BIC), 
criterio de información de Akaike (AIC) y p-valor. Finalmente, se seleccionaron aquellos 
modelos que mostraron un mejor ajuste de los datos. En el caso de los parabenos y de 
ftalatos se seleccionaron los modelos construidos en base al BIC y en el caso de los 
bisfenoles los modelos construidos en base a la significación del p-valor (<0,05). El 
modelo general de RRM múltiple se describe a continuación: 
𝑙𝑜𝑔(𝑦𝑖) =  𝛽0 + 𝛽1 · 𝑥1𝑖 + ⋯ + 𝛽𝑝 · 𝑥𝑝𝑖 + 𝜀𝑖 ,   𝑖 = 1, … , 𝑛. 
Donde yi es la concentración de biomarcador en matriz de cada participante, (β0, β1, … , 
βp) son los parámetros del método, (x1i, …,xpi) son los valores de las variables 
independientes de cada participante, εi es el error y n es el número de participantes. La 
estimación de los parámetros del modelo se realizó considerando el estimador M con 
ponderación bicuadrada permitiendo que observaciones con residuos elevados tengan un 
menor peso en la estimación. En los RRMs múltiples se consideraron significativas 
aquellas variables cuyo p-valor fue <0,05. 
En el caso de los estudios en orina, las concentraciones de biomarcadores no fueron 
ajustadas en base a la concentración de creatinina para los RRMs, sino que se introdujeron 
las concentraciones de creatinina como una variable indenpendiente en los RRMs 
múltiples tal y como recomendaron Barr et al., (2005). 
Con objeto de estimar la correlación entre los niveles de los diferentes biomarcadores 
estudiados en matrices biológicas, se estudió el coeficiente de correlación de Spearman 
para comparar sus concentraciones. En el caso de biomarcadores en orina, se utilizaron 
las concentraciones ajustadas por los niveles de creatinina. 
 
4.6.3. Análisis multivariante 
En el Capítulo 1, se llevó a cabo un análisis de datos multivariante para identificar 
diferencias entre los grupos de muestras analizadas en base a la procedencia de las 
mismas. Previamente al análisis multivariante se aplicó un ‘Pareto scaling’ a todas las 
variables analizadas con objeto de reducir el ruido y los datos y, por lo tanto, mejorar la 
calidad de la información. Los datos fueron analizados utilizando análisis de componentes 
principales (PCA). Los picos bidimensionales (RT y m/z) fueron utilizados como variable 
independiente. La validez y robustez del modelo PCA se evaluó mediante R2(X) y Q2(X). 
El PCA se aplicó a las muestras adquiridas en modo ESI positivo. 
 
 




4.7. Evaluación del riesgo. 
En la presente tesis se llevó a cabo una evaluación del riesgo de la población estudiada 
en los capítulos 4-6, es decir, los recién nacidos lactantes y las madres. En los recién 
nacidos lactantes se llevó a cabo una evaluación del riesgo basada en la exposición 
externa a través de la ingesta de leche materna (Capítulos 4 y 5). En el caso de las madres 
se llevó a cabo una evaluación del riesgo basada en la exposición interna utilizando los 
niveles en orina (Capítulo 6). 
 
4.7.1. Evaluación del riesgo en recién nacidos lactantes. 
Para estimar la exposición de los bebés lactantes a contaminantes a través de la leche 
materna, se tuvo en cuenta la concentración de los contaminantes en leche y la ingesta 
diaria de leche, que se estimó en base a las recomendaciones para la lactancia de la 
agencia de protección ambiental de EEUU (EPA). La EPA (2011), indicó valores 
recomendados de ingesta diaria de leche materna para bebés de 1 a 3 meses. Siendo la 
media 140 mL/kg-pc/día y el percentil superior (media más dos desviaciones estándar) 
190 mL/kg-pc/día.  
La estimación de la ingesta de contaminantes a través de la leche materna se llevó a cabo 
mediante dos enfoques: i) determinista and ii) probabilístico. 
En el enfoque determinista, la ingesta diaria estimada (EDI) se calculó de acuerdo a la 
ecuación:  
EDI = C x M 
Donde ‘C’ es la concentración media del contaminante en leche y ‘M’ es la media de 
ingesta diaria de leche (140 mL/kg -pc/día). Asimismo, se calculó la EDI utilizando el 
percentil superior de ingesta diaria de leche (190 mL/kg-pc/día). 
En el enfoque probabilístico, la distribución de la ingesta diaria de leche por los recién 
nacidos fue estimada asumiendo que los datos de ingesta se distribuían de acuerdo con 
una distribución log-normal. Los parámetros estimados se obtuvieron indicando como 
valor medio de la distribución 140 mL/kg-pc/día e indicando que la probabilidad de que 
la ingesta sea de menor de 190 mL/kg-pc/día es del 95%. 
𝑒𝜇+𝜎
2/2 = 140;  𝐹(190) = 0.95 
donde μ y σ son los parámetros de la distribución log-normal y F representa la función de 
distribución. Además, se consideró una ingesta mínima de leche de 120 mL/kg-pc/día. 
Tras la estimación de la distribución de la ingesta, se estimaron valores de ingesta que se 
ajustaran a esta distribución (uno por cada participante). La ingesta de contaminantes fue 
calculada multiplicando los valores de ingesta de leche estimados para cada participante 
por la concentración de contaminante en leche.  




Tras su cálculo, la EDI se comparó con valores límite de ingesta de referencia como ADI 
o TDI para los contaminantes estudiados. 
 
4.7.2. Evaluación del riesgo en madres lactantes. 
Para llevar a cabo la evaluación del riesgo, las concentraciones de biomarcadores en orina 
fueron comparados con los valores guía de BH de la literatura (BEs y HBMs). El ‘hazard 
quotient’ (HQ) se calculó comparando el P95 de la concentración del biomarcador 
estudiado con sus BEs y/o HBMs correspondientes. 
HQ=P95/(BE ó HBM) 
Los HQs calculados se utilizaron para caracterizar el riesgo de la población. Si el HQ es 
<1, es poco probable que exista un riesgo para la salud. Sin embargo, si el HQ>1, es 











































5.1. Capítulo 1: Análisis retrospectivo de metabolitos de plaguicidas en orina 
mediante UHPLC-HRMS 
En el presente capítulo se desarrolló una estrategia analítica para la identificación de 
metabolitos de plaguicidas en orina que combina un enfoque ‘target’ previamente 
desarrollado (Roca et al., 2014b), un análisis de retrospectivo de sospechosos, un análisis 
de desconocidos utilizando un enfoque ‘relación fragmentación-degradación’ y un 
análisis multivariante mediante PCA de los datos adquiridos en HRMS. Para el análisis 
de sospechosos de plaguicidas se usó una base de datos con 263 compuestos (Tabla SI-
1. Cap. 1), la cual incluye metabolitos de organofosforados (63), cloracetamidas (36), 
carbamatos (20), triazinas (15), triazoles (15), sulfonilureas (11) y otras clases de 
plaguicidas. El método analítico está basado en una extracción genérica utilizando 
QuEChERS y UHPLC-HRMS. La metodología analítica fue aplicada en muestras de 
orina de 49 madres embarazadas que residían en Sabadell (España) (n=30), Valencia 
(España) (n=10) y en diferentes regiones de Eslovaquia (n=9). 
 
5.1.1. Resultados y discusión 
 
5.1.1.1. Análisis ‘target’ 
Los metabolitos de plaguicidas estudiados mediante un enfoque ‘target’ se muestran en 
la Tabla SI-2. Cap. 1. De manera global, 9 metabolitos de plaguicidas se detectaron en 
las 49 muestras de orina analizadas: 4 dialquilfosfatos (DAPs) (DEP, DETP, DMTP y 
DMDTP); 4 metabolitos específicos de plaguicidas organofosforados (DEAMPY, IMPY, 
PNP y TCPy) y el herbicida 2,4-D. Entre los 9 metabolitos detectados, las 
concentraciones oscilaron entre 0.9 y 98.9 ng/mL, con DFs de entre 3 y 71%. 
 
5.1.1.2. Análisis retrospectivo de sospechosos 
Se construyó una base de datos teórica de 263 metabolitos de plaguicidas. Para cada 
sustancia, la base de datos incluía información de la fórmula molecular, la masa molecular 
exacta del ión molecular y de los fragmentos teóricos. Para construir la base de datos se 
utilizó información de bases de datos (PDCL, 2020; PPDB, 2020a; Chemspider, 2020; 
PubChem, 2020), en el software Mass Frontier 7.0.2014 y en la literatura previa (Mol et 
al., 2012; Muñoz et al., 2014; Muñoz et al., 2012; Gómez-Pérez et al., 2014; Muñoz 
et al., 2011a; Muñoz et al., 2011b). (Ver Tabla SI-3. Cap. 1). Utilizando la base de 
datos teórica se aplicó un análisis retrospectivo en el que 24 metabolitos de plaguicidas 
fueron identificados provisionalmente (Ver Tablas 11 y 12). Utilizando 6 soluciones de 
patrones de referencia disponibles se confirmó la detección de los metabolitos: 3-
ketocarbofuran (3-KC); 4,6-dimethoxy-2-pyrimidinamine (4,6-DMP); diethyl malate 





(NEMHA); y propachloroxanilic acid (POA) (ver Tabla 12). El resto de metabolitos 
identificados provisionalmente no pudieron ser confirmados debido a la falta de patrones 
de referencia disponibles. En la Figura 16 se muestra como ejemplo el XIC del ion 
molecular y del fragmento, así como el perfil isotópico del NEMHA. 
Los compuestos identificados son metabolitos de cinco plaguicidas (Tabla 12), de los 
cuales, el carbofuran (EFSA, 2009), el propaclor (EFSA, 2011) y el metolaclor (PPDB, 





Tabla 11. Metabolitos de plaguicidas detectados pero no confirmados en el análisis de sospechosos (n=49). 






















199,08256 -1,33-0,65 -0,43-0,98 18 
EHPC 7159-96-8 
 





















Tabla 11. (Continuación). 








Δm (ppm) (FRAG. 1) Nª 
Fenamiphos sulphone phenol 14270-40-7 
 

















Metazaclor 274,11861 -0,43-0,71 -0,53-0,21 8 










Tabla 11. (Continuación). 


























Pirimicarb 154,09748 0,09 -0,61 1 
Propachlor alcohol 42404-06-8 
 












Tepraloxidim 252,15942 -1,53-2,01 -0,87-1,23 8 





Tabla 12. Metabolitos de plaguicidas identificados y confirmados con patrones en el análisis de sospechosos (n=49). 






































Malation 191,09140 0,26 - 2,22 2,12 – 2,54 2,67 2,62 -2,66 2 1,24 /1,06 -1,42 
DME 141-05-
9  















Figura 16. XIC del ion molecular y del fragmento, en un patrón (A) y en una muestra (B) así 
como el perfil isotópico del NEMHA en una muestra y el patrón (C). 
 
5.1.1.3. Análisis retrospectivo de desconocidos 
El tercer paso de la estrategia analítica llevada a cabo, fue un análisis para búsqueda de 
desconocidos mediante el enfoque ‘relación fragmentación-degradación’. Mediante este 
enfoque se identificó el methyl-N-phenyl carbamate, un producto de transformación del 
methyl-N-3-hydroxyphenyl carbamate.  
Como se observa en la Figura 17a, el methyl-N-3-hydroxyphenyl fue identificado a RT 
de 2,86 min. Gracias al estudio de los XIC de los fragmentos del methyl-N-3-
hydroxyphenyl (m/z 151,06276 y 85,05685 Da), se identificaron dos picos a RT 1,90 min 
en 6 muestras que correspondían a otro compuesto posiblemente relacionado con el 
methyl-N-3-hydroxyphenyl. Posteriormente (Figura 17b), se estudió el XIC del mayor 
de los fragmentos (m/z 151,06276) sin aplicar fragmentación y se observó un pico a 1,90 
min con área superior a cuando se aplicaba la fragmentación. Por lo tanto, el Methyl-N-
phenylcarbamate (C8H9NO2), que se identificó y confirmó en 6 muestras, gracias a la 
presencia del ion molecular [M+H]+ (151,06276 Da) y de un fragmento iónico (m/z 
(85.05685 Da) y a una similitud entre el perfil isotópico en muestra y el teórico del 98%. 
En consecuencia, el ion con m/z 151,06276 (C8H9NO2) podría ser a la vez un fragmento 





Figura 17.  (A) XICs aplicando HCD (20 eV) a m/z 168,06544 (m/z del [M+H]+ del methyl-N-
3-hydroxyphenyl carbamate), a m/z 151,06276 (m/z del [M+H]+ del methyl-N-
phenylcarbamate) y a m/z 85,05685; XIC sin aplicar HCD a m/z 151,06276 (m/z del [M+H]+ 
del methyl-N-phenylcarbamate); C) Espectro de masas del ‘full scan’ aplicando HCD (20 eV) al 
RT 1,90 min. 
 
5.1.1.4. ‘Metabolic profiling’ y análisis multivariante 
Se llevó a cabo un ‘metabolic profiling’ gracias a los cromatogramas en ‘full scan’ de las 
muestras de orina adquiridas en UHPLC-HRMS. El listado de picos (mz,RT), obtenido 
con el programa MzMine tal y como se describe en la sección 4.5.D, permitió llevar a 
cabo un PCA para explorar las relaciones entre las muestras y resaltar un pequeño número 
de componentes latentes que resumían el conjunto de datos adquiridos sin que se 
produjese una gran pérdida de información. 
El modelo PCA, construido en base al procedimiento descrito en la sección 4.6.3, mostró 
claramente la separación entre las orinas de España (Valencia y Sabadell) y Eslovaquia 
(ver Figura 18). La validez y la robustez del modelo PCA fueron evaluadas de la 
siguiente manera. Se utilizó un modelo PCA de 5 componentes en el que el parámetro 
descriptivo (R2(X))=0,782 y el parámetro predictivo (Q2(X)) = 0,351. R2(X) y Q2(X) 
varían entre 0 y 1, donde 1 significa que el modelo se adecúa perfectamente y 0 que no 
se adecúa en absoluto. En consecuencia, se obtuvo un modelo con una capacidad 





Figura 18. ‘Score plot’ bidimensional de un PCA de las muestras de Sabadell (n=30), Valencia 
(n=10) y Eslovaquia (n=9). 
 
5.1.2. Conclusiones 
-Se desarrolló una estrategia para el análisis de sospechosos de metabolitos de plaguicidas 
en orina, usando UHPLC-HRMS que ha demostrado ser útil para la identificación de 
sustancias que no están incluidas en los análisis ‘target’.  
-La mayoría de los 24 metabolitos identificados provisionalmente no habían sido 
detectados en orina con anterioridad, y 6 de ellos fueron confirmados gracias a la 
inyección de patrones de referencia (3-KC, 4,6-DMP, DMT, DME, NEMHA y POA). 
-El análisis de desconocidos mediante el enfoque ‘relación fragmentación-degradación’ 
permitió identificar, y posteriormente confirmar usando patrones de referencia, un 
producto de transformación desconcido, el methyl-N-phenylcarbamate. Aunque esta 
metodología permite la identificación de analitos desconocidos, es necesario un mayor 
desarrollo de los procedimientos computacionales o utilizar equipos de análisis con más 
prestaciones, como los equipos híbridos MS/MS-HRMS, que permitan aumentar la 
eficiencia del análisis de desconocidos. 
-Por otro lado, el enfoque metabolómico profundiza en el estudio de señales analíticas 
que permiten identificar relaciones entre muestras y posiblemente dar pié a la 









5.1.3. Artículo 1: Retrospective analysis of pesticide metabolites in urine using liquid 

















































































5.2. Capítulo 2: Optimización del poder de resolución, fragmentación y calibración 
de masas en un Orbitrap MS para el análisis de 24 metabolitos de plaguicidas en 
orina 
En el presente capítulo se optimizaron distintos parámetros del espectrómetro de masas 
de alta resolución Orbitrap de un método HPLC-HRMS previamene desarrollado para la 
determinación de metabolitos de plaguicidas en orina humana (Roca et al., 2014b). La 
adquisición se llevó a cabo en ‘full scan’ (m/z 50-800) y, en concreto, se optimizaron los 
siguientes parámetros espectrométricos: Poder de resolución, tipo y energía de 
fragmentación y tipo de calibración de masas.  
Para la optimización del poder de resolución, se compararon tres poderes de resolución 
diferentes (10.000, 25.000 y 50.000 FWHM). En el caso de la fragmentación se comparó 
la fragmentación CID a diferentes energías con la fragmentación HCD 20eV utilizada en 
el método original. Por último, se comparó el uso de calibración externa con la calibración 
externa e interna y se evaluó en base a la exactitud de masa obtenida. 
 
5.2.1. Resultados y discusión 
 
5.2.1.1. Optimización del poder de resolución 
Para la optimización del poder de resolución se utilizarón blancos de orina (n=6) 
fortificados con patrones de los 24 plaguicidas de la Tabla 5 a 50 ng/mL. La evaluación 
del poder de resolución se llevo a cabo en base a la intensidad de señal (área) y exactitud 
de masa (∆m) en los iones moleculares y en los fragmentos. La fragmentación utilizada 
fue HCD 20 eV, se adquirió en positivo y negativo en inyecciones separadas y se usó 
calibración de masas externa. 
Con respecto a los iones moleculares, algunos metabolitos como DEAMPY, IMPY, PNP, 
TCPy, MNP, DEP, DETP o DIMET, presentaron respuestas (áreas) similares a los tres 
poderes de resolución evaluados. Sin embargo, para DMDTP, Methamidophos, OMET, 
cisDCCA, DBCA, ATZM, ALAM, METM y 2,4,5-T, las mayores áreas se obtuvieron a 
una resolución de 25,000 FWHM. Con respecto a los 7 compuestos restantes, el poder de 
resolución de 25,000 FWHM presentó respuestas similares a las obtenidas en el mejor de 
los casos para cada compuesto. 
En cuanto a los fragmentos, 17 de los 20 compuestos en los que se evaluaron los 
fragmentos iónicos, presentaron las mayores respuestas con un poder de resolución de 
50,000 FWHM. 
En cuando a la exactitud de masa, tal y como se observa en la Tabla 13, todos los poderes 
de resolución permitieron exactitudes de masa inferiores a 5 ppm, excepto en dos iones a 
10,000 FWHM. 
En resumen, tanto el poder de resolución a 25,000 como a 50,000 FWHM ofrecieron 





scan está relacionada con el poder de resolución y que, por tanto, a mayor resolución, 
menor número de puntos por pico cromatográfico, se decidió seleccionar la resolución de 
25,000 FWHM como la más óptima. 
 
Tabla 13. Recuento de iones (moleculares y de fragmentos) agrupados en base a la exactitud de 




≤ 1 ]1 – 2] ]2 – 3] ]3 – 4] ]4 – 5] > 5 
10.000 2 12 19 9 0 2 
25.000 1 22 19 2 0 0 
50.000 0 30 11 3 0 0 
Condiciones de adquisición: ESI+/ESI- in inyecciónes separadas, Fragmentación a 20 eV y calibración de 
masas externa 
 
5.2.1.2. Optimización del modo de fragmentación 
 
Para la optimización de la fragmentación en primer lugar se estudió el modo de 
fragmentación CID a cuatro energías de fragmentación diferentes (10, 20, 30 y 40 eV) 
utilizando cinco blancos de orina fortificados (50 ng/mL) utilizando el poder de 
resolución previamente optimizado (25,000 FWHM) y calibración de masas externa. Las 
mayores respuestas (áreas) en la mayoría de los iones fragmento fueron obtenidas con 
CID (40eV). A modo de ejemplo, la Figura 19 muestra el área del fragmento de PBA a 
diferentes energías de fragmentación. 
 
 
Figura 19. Área del fragmento de PBA a diferentes energías de fragmentación en modo CID. A) En una inyección 
adquirida solo en positivo; B) En una inyección adquirida en positivo y negativo a la vez. Se utilizó un poder de 


























Posteriormente, se compararon las áreas de fragmentos obtenidas utilizando CID (40 eV) 
y HCD (20 eV) utilizando 6 blancos de orina fortificados. Al mismo tiempo, se 
compararon los resultados de áreas de fragmentos obtenidas realizando la adquisición en 
positivo y negativo en una inyección o en inyecciones separadas. Los resultados se 
muestran en la Figura 20. 
 
 
Figura 20. A) Comparación entre las áreas de fragmentos utilizando CID (40 eV) y HCD (20 
eV) B) Comparación entre las áreas de fragmentos utilizando CID (40 eV) adquiriendo en 
positivo y negativo en inyecciones separadas o en la misma inyección. En todos los 
experimentos se usó un poder de resolución de 25,000 FWHM y calibración de masas externa. 
 
En cuanto a la comparación entre CID y HCD, tal y como se observa en la Figura 20 A, 
se obtuvieron áreas similares. Sin embargo, se seleccionó CID (40 eV) como el método 
óptimo debido a las áreas bajas que presentaban algunos fragmentos (CMHC y METM) 
en HCD (20 eV). Por último, como se observa en la Figura 20 B se obtuvieron áreas de 
fragmentos similares o mejores al adquirir en positivo y negativo en la misma inyección, 
por lo tanto se seleccionó esta opción debido a que la adquisición simultánea en positivo 
y negativo reduce el tiempo de análisis. 
 
5.2.1.3. Optimización del método de calibración de masas. 
Para la optimización del modo de calibración de masas, se utilizó el poder de resolución 
(25,000 FWHM) y modo de fragmentación (CID 40eV) previamente optimizados, 
además se adquirió en positivo y negativo en la misma inyección. El uso de tan solo 





e interna para los analitos adquiridos en modo positivo. Para ello se utilizó cafeína como 
calibrante interno ([M+H]+ m/z = 195, 08765 Da). La idoneaidad del modo de calibración 
se estableció calculando la exactitud de masa (∆m en ppm) en cinco blancos de orina 
fortificados. 
Tal y como se observa en la Tabla 14, el uso de cafeína como calibrante interno mejora 
la exactitud de masa tanto en los iones moleculares como en los fragmentos. Por lo que 
se seleccionó el uso de cafeína como calibrante interno en positivo. 
 
Tabla 14. Exactituades de masa medias (∆m) (ppm) y desviaciones estándar usando 
calibración externa + calibración interna o usando solo calibración externa para iones 
moleculares y fragmentos en ESI positivo (n=5). 
Biomarcador 
 
Ión molecular Fragmento 
Calibración 















DEAMPY 0,21 0,13 0,47 0,26 0,17 0,08 1,15 0,19 
IMPY 0,08 0,06 0,62 0,26 3,55 0,08 2,64 0,23 
DIMET 0,27 0,07 0,76 0,29 0,44 0,05 0,50 0,12 
OMET 0,14 0,10 0,53 0,39 0,12 0,11 0,90 0,33 
AP 0,12 0,10 0,41 0,21 0,15 0,08 0,99 0,27 
ATZM 0,49 0,15 0,99 0,41 0,19 0,04 0,91 0,36 
ALAM 0,24 0,27 1,14 0,55 0,17 0,14 0,59 0,17 
METM 1,52 1,38 2,23 1,07 0,77 0,45 1,96 0,39 
Condiciones de adquisición: ESI+/ESI- en la misma inyección, poder de resolución (25.000 FWHM) y fragmentación 
CID (40 eV). 
 
5.2.2. Conclusiones 
-Se ha llevado a cabo la optimización de parámetros espectrométricos como el poder de 
resolución, el modo de fragmentación y el tipo de calibración de masas para la 
determinación de 24 metabolitos de plaguicidas en orina.  
-Se seleccionó un poder de resolución de 25,000 FWHM, el uso de fragmentación CID y 
el uso de calibración de masas interna para mejorar la intensidad de la señal (área de pico 
cromatográfico) y exactitud de masa de los iones molecular y fragmentos 
-El poder de resolución seleccionado ofrece suficiente resolución para evitar 
interferencias isotópicas y además permite adquirir en modo negativo y positivo en la 
misma inyección, reduciendo el tiempo de análisis. 
-El uso de fragmentación CID (40eV) fue seleccionado, sin embargo, no se estudiaron 






5.2.3. Artículo 2: Optimization of Resolving Power, Fragmentation and Mass 








































































































5.3. Capítulo 3: Determinación de cuatro parabenos y bisfenol A, F y S en leche 
materna utlizando QuEChERS y HPLC-MS/MS 
En el presente capítulo se desarrolló una metodolo analítico basado en la extracción y 
purificación con QuEChERS y en la detección mediante HPLC-APCI-MS/MS(QqQ) 
para la determinación de bisfenoles (BPA, BPF, BPS) y parabenos (MP, EP, PP y BP) en 
leche materna. Además, el método permite opcionalmente la hidrólisis enzimática de los 
analitos conjugados. Se llevó a cabo un estudio del efecto matriz y el método fue validado. 
En primer lugar se llevó a cabo una búsqueda bibliográfica de métodos analíticos para la 
determinación de bisfenoles y/o parabenos en leche materna. El resultado de la búsqueda 
se muestra en la Tabla 15. Ninguno de los métodos previamente desarrollado había 
permitido la determinación conjunta de BPA, F y S y parabenos. En la mayoría de los 
casos se habían incluido pretratamientos para la precipitación de grasa y proteínas y con 
respecto a la extracción y purificación y muchos métodos habían empleado LLE, SPE, 
metodologías más laboriosas o el uso de QuEChERS. La detección se había llevado a 
cabo principalmente mediante LC-MS/MS, aunque el uso de otras técnicas, como GC, 
también se habían utilizado en la determinación de bisfenoles y parabenos. Respecto al 
modo de ionización en LC-MS, generalmente se había usado ESI. El modo APCI no había 
sido previamente utilizado para la determinación de parabenos, BPF o BPS en leche 
materna. 
 
5.3.1. Resultados y discusión 
 
5.3.1.1. Optimización de la cromatografía 
Se utilizó una columa C18 (Symmetry, 2.1 x 150 mm, 5µ) para llevar a cabo la separación 
cromatográfica. Varios modificadores (ácidos, bases y tampones) fueron probados en la 
fase móvil acuosa y en la fase móvil orgánica (metanol). Sin embargo, el uso de fases 
móviles sin modificadores permitió obtener las mejores formas y áreas de pico, por lo que 
se seleccionó agua como fase móvil A y metanol como fase móvil B. 
Los parámetros cromatográficos tras la optimización se describen a continuación. La 
temperatura de la columna fue de 35ºC y el flujo usado de 0,3 mL/min. Asimismo, el 
volumen de inyección fue de 20 µL. El gradiente utilizado se inicia con 98% de fase móvil 
A y, a continuación, A decrece al 0% en un periodo de 6 min y se mantiene durante 1 
min. Posteriormente se recuperan las condiciones iniciales en 0,5 min, seguidas de un 























Analitos* Precisión (RSD (%)) Recuperación (%) R2 curva de 
calibrado 
LoQ (ng/mL) LDR  (ng/mL) 




0,1 Hidrólisis enzimática (opcional) + LLE 








 APPI (-) EC MP 3,5 - 8,3 (Intra e interdía) 90-119 (4 niveles) - 0,1 (LoD)  - 
EP - 0,1 (LoD) - 
PP 
  
- 0,1 (LoD) - 
BP - 0,1 (LoD) - 
BPA 
  





Libres 9,9 Para LC-MS: Precipitación de lípidos y 
proteínas (Sales de zinc (Zn) y tungsteno (W) 
en solución ácida) + ‘Stir-bar sorptive 
extraction’ (SBSE) / Para análisis GC-MS: 
Precipitación de lípidos y proteínas (Sales de 











MS) /  ESI 
(-) (LC-
MS) 
MMC MP 1,7 - 8,4 (GC-MS) / 2,8 - 
15 (LC-MS) (Intra e  
97-114 (GC-MS) / 92-
111 (LC-MS) (3  
0,991 - 0,999 0,4 (GC-MS) / 0,2 
(LC-MS) 
0,4 - 100 (GC) / 0,2 - 100 
(LC-MS) 
EP interdía) niveles) 
 
0,4 (GC-MS) / 0,3 
(LC-MS) 
0,4 - 100 (GC-MS) / 0,3 - 
100 (LC-MS) 
PP 
   
0,3 (GC-MS) / 0,7 
(LC-MS) 
0,3 - 100 (GC-MS) / 0,7 - 
100 (LC-MS) 
BP 
   
0,3 (GC-MS) / 0,2 
(LC-MS) 
0,3 - 100 (GC-MS) / 0,2 - 
100 (LC-MS) 
BPA 
   
0,5 (GC-MS) / 0,3 
(LC-MS) 






Libres 9,9 Precipitación de lípidos y proteínas (Sales de 
Zn y W en solución ácida) + Extracción en 
fase sólida dispersiva (d-SPE) (150 mg C18 y 
100 mg MgSO4) 
UHPLC -
MS/MS  
13 ESI (-) MMC MP 2,0 - 12,4 (Intra e interdía) 91,0 - 119,8 (3 niveles) 0,998 - 0,999 0,09 0,09 - 25,0 
EP 0,09 0,09 - 25,0 
PP 
   
0,09 0,09 - 25,0 
BP 0,1 0,10 - 25,0 
BPA 
   





Libres 9,9 Extracción asistida por ultrasonidos (UAE) + 
d-SPE (500 mg MgSO4 y 300 mg C18) 
UHPLC -
MS/MS 
10 ESI (-) MMC MP 1,3 - 11,1 (Intra e interdía) 93,8 - 112,2 0,996 - 0,998 0,5 0,5 - 50 
EP 0,5 0,5 - 50 
PP 
   
0,4 0,4 - 50 
BP 0,7 0,7 - 50 
BPA 
   




Libres 1 LLE(ACN) + SPE(LiChrolut ENcolumn) + 
Derivatización 
GC-MS 24.5 - MMC MP 4,9 - 7 (Intra e interdía) 87-104 (3 niveles) > 0,995 0,026 0,026 - 50 
EP 0,029 0,029 - 50 
PP 
   
0,028 0,028 - 50 
BP 0,028 0,028 - 50 
BPA 
   






0,5 Hidrólisis enzimática (opcional) + LLE (etil 
acetato) + clean up con un sistema continuo 
SPE  (LiChrolut EN) + Derivatización 
GC-MS 25 - MMC MP 5,2 - 7,2 (Intra e interdía) 92 - 99 (2 niveles) > 0,994 0,055 0,055 - 75 
EP 98 - 101 (2 niveles) 0,055 0,055 - 75 
PP 
 
100 - 103 (2 niveles) 
 
0,05 0,050 - 75 
BP 88 - 100 (2 niveles) 0,055 0,055 - 75 
BPA 
 
99 - 102 (2 niveles) 
 




Total 0,25 Hidrólisis enzimática + Desnaturación protéica 
(acetona) +  Microextracción líquido-líquido 
dispersiva  (DLLME)  
LC-
MS/MS 
8.5 - MMC MP 5,1 - 14,6 (Intra e interdía) 90,2 - 111,8 (3 niveles) 0,994 - 0,996 0,5 0,5 - 80 
EP 0,5 0,5 - 80 
PP 
   
0,5 0,5 - 80 
BP 0,5 0,5 - 80 
BPA 
   
0,5 0,5 - 80 
(Deceunin




3g Hidrólisis enzimática (optional) + 
Precipitación de proteinas (acetona) + 
HRX(poliestireno-divinilbenceno)-SPE + 




19 - EC BPA 13 - 20 (2 niveles) 94 - 105 (3 niveles) 0,9987 < 0,010 μg/kg < 0,010 - 5 μg/kg 
BPF - 103 – 109 (3 niveles) 0,9985 0,018 μg/kg 0,018 – 5 μg/kg 




Libres 1g Precipitación protéica(solvente apropiado) +  
Extración en fase sólida magnética dispersiva 
asistida por ultrasonidos (UA-MSPDE) 
LC-UV - - MMC BPA 0,5 - 3,7  (Intra e interdía) 89,1 - 99,4 (Intra e 
interdía) 























Analitos* Precisión (RSD (%)) Recuperación (%) R2 curva de 
calibrado 






0,1 Hidrólisis enzimática(opcional)+ Precipitación 
protéica(ACN, NaCl) + LLE(clorobutano) + 
Derivatización + LLE(H2O + 
diclorometano:hexano (8:92, v:v)) 
GC-
MS/MS 
-  NICI - BPA - - - 0,3 (LoD) - 




0,1 Hidrólisis enzimática (opcional) + LLE (2-









Libres >1 Extraction ‘Salting out’ (Ác. fosfórico + ACN 
+ NaCl) + DLLME (Ác. fosfórico y  H2O) 
CE - - EC MP 0,7 - 1,2 (n = 3, Intra e 
interdía) 
90 - 100 (n = 3, 2 
niveles)) 
0,9996 0,3 0,3 - 6,0 
EP 1,5 - 2,2 (n = 3, Intra e 
interdía) 
93,3 - 101,7 (n = 3, 2 
niveles) 
0,9993 0,3 0,3 - 6,0 
PP 0,5 - 0,8 (n = 3, Intra e 
interdía) 
93,3 - 100 (n = 3, 2 
niveles)) 
0,9998 0,3 0,3 - 6,0 
BP 0,3 - 0,4 (n = 3, Intra e 
interdía) 
96,7 - 100 (n = 3, 2 
niveles)) 




Libres 0,2 ‘Magnetically assisted matrix solid phase 
dispersion’ (SorbentE: Poly(indole-thiophene) 
coated magnetic graphene oxide (MGO@PIT); 
Sal secante and dispersante de la matriz: 
Na2SO4) + DLLME (1-octanol) 









MMC MP 5,3 - 11,3 (Intra e interdía) 
(sólo datos UV) 
87 (sólo datos UV) 0,999 (sólo 
datos UV) 
50 (sólo datos UV) 50 - 4000 (sólo datos UV) 
EP 5,7-10,5 (Intra e interdía) 
(sólo datos UV) 
92 (sólo datos UV) 0,998 (sólo 
datos UV) 
50 (sólo datos UV) 50 - 4000 (sólo datos UV) 
PP 5,1-10,4 (Intra e interdía) 
(sólo datos UV) 
83 (sólo datos UV) 0,999 (sólo 
datos UV) 





Libres 1 Liofilización + ‘stir-membrane solid–liquid–
liquid microextraction’ (SM-SLLME) 
LC-
MS/MS 
10 ESI (-) MMC MP 1,1 - 7,7 (n = 18, 3 
niveles, Intra e interdía) 
91 - 103 (n = 18, 3 
niveles, Intra e interdía) 
0,998 0,5 0,5 - 100 
EP 3,6 - 8,0 (n = 18, 3 
niveles, Intra e interdía) 
93 - 106 (n = 18, 3 
niveles, Intra e interdía) 
0,997 0,5 0,5 - 100 
PP 3,9 - 7,5 (n = 18, 3 
niveles, Intra e interdía) 
95 - 103 (n = 18, 3 
niveles, Intra e interdía) 
0,997 0,4 0,4 - 100 
BP 1,8 - 6,0 (n = 18, 3 
niveles, Intra e interdía) 
96 - 104 (n = 18, 3 
niveles, Intra e interdía) 
0,997 0,5 0,5 - 100 
(Melo et 
al., 2013) 
Libres - Precipitación protéica (MeCN) + ‘Molecularly 
imprinted polymer for microdisc solid-phase 
extraction’ (MIP-SPE) 
LC-UV - - - MP < 13 (Interdía ) 86 - 117 > 0,992 10 - 20 10 - 150 
EP 
PP 
     
(Souza et 
al., 2016) 
Libres 0,2 ?In-tube solid phase microextraction? (SPME) 
(Sorbente: ‘Molecularly imprinted polymer 




- ESI (-) MMC MP 3,5 - 18,7 (n = 5, 6 
niveles) 
- 0,9989 10 10 - 400 
EP 7,0 - 13,7 (n = 5, 6 
niveles) 
- 0,9953 10 10 - 400 
PP 2,7 - 14,4 (n = 5, 6 
niveles) 
- 0,9992 10 10 - 400 
BP 1,0 - 16,0 (n = 5, 6 
niveles) 
- 0,9999 3 3 - 400 
(Fisher et 
al., 2017)  
Totales - Hidrólisis enzimática + LLE (1-clorobutano) LC-
MS/MS 
- ESI (-) - MP 7,2 69 - 0,1(LoD) - 
EP 8,3 75 - 0,1(LoD) - 
PP 7 79 - 0,1(LoD) - 
BP 3,8 80 - 0,1(LoD) - 
(Niu et 
al., 2017) 
Totales 0,2 Hidrólisis enzimática + LLE (ACN) +’Bond 




10.1 ESI(+) MMC BPA 3,23 – 6,36 (n=6, 3 
niveles) 
97,36 – 110,86 (n=6, 3 
niveles) 
>0,99 0,05 0,05 – 50 
BPF 6,15 – 12,9 (n=6, 3 
niveles) 
89,42 – 110,00 (n=6, 3 
niveles) 
>0,99 0,005 0,005 – 5 
BPS 2,06 – 16,6 (n=6, 3 
niveles) 
99,33 – 109,80 (n=6, 3 
niveles) 





Tabla 15. (Continuación). 
*Sólo se han descrito los datos para BPA, BPF, BPS, MP, EP, PP y BP 
‘Fluorescence Detection’ (FLD); ‘Capillary Electrophoresis’ (CE); ‘Atmospheric pressure photoionization’ (APPI); Impacto electrónico (EI); ‘Negative ion chemical ionization’ 


















Analitos* Precisión (RSD (%)) Recuperación (%) R2 curva de 
calibrado 




Totales 1 Hidrólisis enzimática + QuEChERS (LLE con 
ACN y 150 mg NaCl y150 mg MgSO4 ) + 
QuEChERS (d-SPE con 250 mg PSA, 50 mg 
C18, y 25 mg MgSO4) 
UHPLC-
MS/MS 
12,5 (-) MMC MP 6 – 13 (n=18, 3 niveles) 98 – 109 (n=18, 3 
niveles) 
0,993 0,4 0,4-80 
EP 6 – 8 (n=18, 3 niveles) 101-102 (n=18, 3 
niveles) 
0,995 0,3 0,3-80 
PP 5 – 12 (n=18, 3 niveles) 99- 103 (n=18, 3 
niveles) 
0,992 0,4 0,4-80 
BP 9 – 11 (n=18, 3 niveles) 97-103 (n=18, 3 
niveles) 
0,992 0,5 0,5-80 
(Xiong et 
al., 2018) 
Libres 5g QuEChERS (LLE con ACN + ácido fórmico + 
1g MgSO4 + 2 g NaCl 
HPLC-
FLD 
28 - MMC BPA 6,3 -11,2 (n= 18, 3 
niveles, Intra e interdía) 
76 – 88 (n= 18, 3 
niveles, Intra e 
interdía) 





5.3.1.2. Optimización de la ionización y parámetros del detector 
Se comparó el uso de la fuente de ionización en modo ESI y APCI, ambas en polaridad 
negativa, siendo el modo APCI el que dio lugar a mayores respuestas analíticas para todos 
los analitos tal y como se observa en la Tabla SI-1. Cap. 3. 
Las condiciones de la fuente de ionización en APCI neg (temperatura de vaporización, 
temperatura del capilar, ‘discharge current’, ‘seath gas pressure’ y ‘auxiliary gas 
pressure’) fueron optimizadas con un diseño de experimentos. En primer lugar se utilizó 
un diseño Placket Burman para estimar la influencia relativa de estos parámetros en la 
respuesta analítica y posteriormente se llevó a cabo un diseño central compuesto (ver SI-
1. Cap. 3, Tablas SI-2-4 Cap. 3 y Figura 21). Los valores de los parámetros finalmente 
seleccionados se describen a continuación: i) temperatura de vaporización (400 ºC) ii) 
temperatura del capilar (250ºC) iii) ‘discharge current’ (4 μA); iv) ‘sheath gas pressure’ 
(43 psi); y v) ‘auxiliary gas flow rate’: 4 unidades arbitrarias. 
 
 
Figura 21. Optimización de los parámetros APCI. Superficies de respuesta obtenidos 
para BPA, EP y PP en el diseño central compuesto. 
VT: Temperatura de vaporización; AG: ‘Auxiliary gas flow’ 
Respecto a la adquisición, se trabajó en modo SRM y se utilizaron dos transiciones por 
cada analito, de manera que se estudió un ión de cuantificación y otro cualitativo (excepto 
en patrones internos que solo se utilizó una transición). La Tabla 16 muestra los 














‘Tube lens offset 
voltage ‘(V) 
Bisfenol A (BPA) C15H16O2 227,1  133,0b -25 -78 
227,1  211,9c -31 -78 
Bisfenol F (BPF) C13H12O2 199,1  105,0b -23 -90 
199,1  93,1c -23 -90 
Bisfenol S (BPS) C12H10O4S 249,1  108,0b -20 -90 
249,1  156,0c -20 -90 
Metil paraben (MP) C8H8O3 151,0  92,1b -22 -72 
151,0  136,1c -19 -72 
Etil paraben (EP) C9H10O3 165,1  92,0b -27 -51 
165,1  136,0c -16 -51 
Propil paraben (PP) C10H12O3 179,1  92,0b -22 -77 
179,1  136,1c -19 -77 
Butil paraben (BP) C11H14O3 193,1  92,0b -28 -78 
193,1  136,1c -20 -78 
BPA-d14d C15H2D14O2 241,2  141,9b -31 -78 
BPF-d10d C13H2D10O2 209,0  97,0b -23 -90 
BPS-d8d C12H2D8O4S 257,0  112,0b -20 -90 
13C6-MPd 13C6C2H8O3 157,0  98,0b -22 -72 
EP-d5e C9H5D5O3 170,1  92,1b -27 -51 
13C6-BP d C5 13C6H14O3 199,1  98,0b -28 -78 
a Transiciones SRM 
bTransición usada para la cuantificación 
c Transición usada para la cuantificación 
dPatrón interno 









5.3.1.3. Optimización del tratamiento de muestra 
La extracción y purificación mediante QuEChERS fueron optimizadas probando 
diferentes proporciones de las sales y reactivos. En el paso de extracción facilitada por 
‘salting-out’, se compararon dos combinaciones (Combinación A: 4g MgSO4 y 1g NaCl; 
Combinación B: 4g MgSO4, 1g NaCl, 1g de citrato sódico anhidro y 0,5g de 
monohidrogencitrato disódico sesquihidrato). Debido a que la combinación A presentaba 
mejores recuperaciones y formas de pico, así como una eliminación de la grasa excelente, 
se seleccionaron los QuEChERS con 4g MgSO4 y 1g NaCl. Con respecto al paso de 
purificación se estudiaron tres combinaciones (Combinación A: 150 mg C18, 1200 mg 
MgSO4; Combinación B: 400 mg C18 y 1200 mg MgSO4; y Combinación C: 400 mg C18, 
400 mg PSA and 1200 mg MgSO4). Se seleccionó la Combinación C debido a que 
permitió la obtenición de señales óptimas debidas a la reducción del ruido, además de 
permitir detectar niveles a concentraciones más bajas de BP y BPA. 
Tras la optimización de los procesos de extracción y purificación, se seleccionó el 














5.3.1.4. Estudio del efecto matriz  
Para el estudio del efecto matriz se prepararon dos sets. El set A estaba formado por 5 
replicas de MeOH:H2O (20:80,v/v) fortificada a 5 ng/mL con patrones de los analitos. El 
set B estaba formado por 5 replicas de blanco de leche fortificada tras la preparación de 
muestra, para obtener una concentración en vial de inyección de 5 ng/mL. 
Para cada analito, el efecto matriz se calculó de la siguiente manera: 
Efecto matriz (%) = (B/A)*100 
Donde, A y B eran las áreas medias de los analitos detectados en los sets A y B, 
respectivamente. 
El estudio demostró que el MP y BPA presentaban un efecto matriz moderado (75% y 
127%, respectivamente), mientras que en el resto de analitos estudiados (EP, PP y BP) el 
efecto matriz no era significativo ya que estaba en un rango de entre el 86 y el 92%. Con 
objeto de corregir el efecto matriz en MP y BPA, se utilizaron patrones internos y MMC. 
El estudio del efecto matriz no se llevó a cabo sobre el BPF ni el BPS ya que se 
introdujeron posteriormente en el método. 
 
5.3.1.5. Validación del método  
Los resultados de la validación del método se muestran en la Tabla 17. Se obtuvo una 
buena linealidad para todos los compuestos (R2>0.99). El rango lineal de las curvas MMC 
se estableció entre 0.1 y 50 ng/mL excepto para el BPF y S (0.125-50 y 0.25-50 ng/mL, 
respectivamente). Los LoQ obtenidos fueron adecuados y consistentes con los niveles 
encontrados en la literatura. Por último, se obtuvieron recuperaciones en un rango entre 
el 83 y el 115 % y precisiones con coeficientes de variación (RSD) menores al 16%. El 
método fue aplicado a muestras reales (ver Capítulos 4 y 5). En la Figura 23 se muestran 












Tabla 17. Parámetros de validación del método. 






Exactitud  (Recuperación 
(%)  













MP a 0,996 – 0,999 0,1 0,1 – 50 104 93 95 11 6 1 
EP a 0,991 – 0,999 0,1 0,1 – 50  105 105 93 12 6 5 
PP a 0,991 – 0,998 0,1 0,1 – 50 92 83 95 16 6 16 
BP a 0,995 – 0,999 0,1 0,1 – 50 107 96 92 14 5 6 
BPA a 0,992 – 0,999 0,1 0,1 – 50 100 101 97 12 7 13 
BPF b 0,993 – 0,998 0,125 0,125 – 50 115 98 90 6 10 11 
BPS c 0,991 – 0,999 0,250 0,250 – 50  108 97 99 12 8 11 
LoQ: Límite de cuantrificación; LDR: Rango dinámico lineal 
a Bajo: Concentración 0.1 ng/mL; Medio: Concentración 5 ng/mL; Alto: Concentración 50 ng/mL 
b Bajo: Concentración 0.125 ng/mL; Medio: Concentración 5 ng/mL; Alto: Concentración 50 ng/mL 






Figura 23. A) Cromatogramas de un blanco de muestra fortificado al LoQ. B) 
Cromatogramas de una muestra. Los analitos detectados en la muestra en 












-Se ha desarrollado un método multiresiduo para la determinación de bisfenoles y 
parabenos en leche materna sensible, exacto y preciso. 
-Por primera vez, un solo métododo analítico tiene la capacidad de determinar BPA, BPF, 
BPS y parabenos en leche materna. 
-Además, el uso de APCI como modo de ionización ha sido usado por primera vez para 
la determinación de BPF, S y parabenos en leche materna.  
-La combinación del uso de QuEChERS como tratamiento de muestra y el análisis LC-
(APCI)-MS/MS ha permitido alcanzar LoQs de 0,1 ng/mL para la mayoría de los analitos 
estudiados, lo cual asegura su detección en leche humana en los niveles encontrados 
previamente en la literatura. 
-El método ha sido aplicado satisfactoriamente en la determinación de bisfenoles y 





5.3.3. Artículo 3: Determination of four parabens and bisphenols A, F and S in 




















































































































5.4. Capítulo 4: Biomonitorización de BPA, F y S en leche materna y evaluación 
del riesgo en lactantes 
En el presente capítulo se estudiaron los niveles de bisfenoles en leche materna de 120 
madres del proyecto Bettermilk. El análisis se realizó tanto con hidrólisis enzimática 
(n=100) como sin hidrólisis (n=120) para comparar los niveles de bisfenoles totales 
(libres + conjugados) y libres en leche materna recogida a las 2 semanas del parto. 
Además, se estudiaron los niveles de BPA libres a las 5 y a las 8 semanas después del 
parto para conocer la evolución de la exposición a lo largo de la lactancia (n=49). Para 
llevar a cabo los análisis se utilizó la metodología analítica desarrollada en el Capítulo 3. 
Posteriormente se estudiaron los determinantes de las concentraciones de BPA en leche 
y se efectuó la evaluación del riesgo en lactantes por ingesta de BPA a través de la leche 
materna. 
 
5.4.1. Resultados y discusión 
 
5.4.1.1. Concentraciones de bisfenoles en leche materna 
En la Tabla 18 se muestran las concentraciones de bisfenoles en leche materna a las 2 
semanas después del parto. Respecto a los niveles de bisfenoles totales, los niveles de 
BPA presentaron una DF (83%) muy superior a la del BPF (22%) y el BPS, que solo fue 
cuantificado en una muestra. Por otro lado, si comparamos los niveles de BPA libre y 
BPA total, presentan una DF similar. Las GM del BPA-libre y del BPA-total fueron 0,15 
y 0,29 ng/mL, respectivamente. La GM del ratio [BPA-libre]/[BPA-total] (calculado solo 
para las muestras con ambos valores >LoQ) fue de 0,58, indicando la presencia de 
metabolitos conjugados en leche materna. Los histogramas del logaritmo de las 
concentraciones de BPA-libre y total se muestran en la Figura 24. 








Número de muestras (n) 120 100 91 
> LoQ 77,4 % 83,0% 22,0 % 
Mínimo <LoQ <LoQ <LoQ 
P25 0,10 0,10 <LoQ 
Mediana 0,10 0,26 <LoQ 
GM 0,15 0,29 - 
AM  1,1 1,6 - 
P75 0,18 0,57 <LoQ 
P95  2,8 6,4 0,21 
Máxima 41  42  0,46 
Desviación estándar 4,8 5,8 0,12 







Figura 24. Histogramas del logaritmo de las concentraciones de BPA libre (n=120) y total 
(n=100) en leche materna a las 2 semanas después del parto. 
Las concentraciones de BPA en leche materna descritas en la literatura presentan 
medianas de 0,10-7,6 ng/mL y 0,11-10,4 para BPA-libre y total, respectivamente (Cao et 
al., 2015; Yi et al., 2010). Con respecto al BPF y BPS tan solo han sido estudiados 
previamente en tres estudios, que contaban con un número reducido de muestras (n≤30). 
En la mayoría de los estudios se detectaron pocas muestras positivas para ambos analitos, 
excepto Deceuninck et al., que reportaron un DF para BPF del 60% (Deceuninck et al., 
2015; Niu et al., 2017; Tuzimski et al., 2018). 
Con respecto a la evolución de los niveles de BPA libre a lo largo de la lactancia, la GM 
de las concentraciones a las 2, 5 y 8 semanas en las participantes que dieron tres muestras 
de leche (n=49) fueron 0,12, 0,17 y 0,14 ng/mL, respectivamente. Sobre se estos 
resultados se aplicó el test de Friedman que indicó que no había diferencias significativas 
en los niveles de BPA-libre en leche entre las 2 y las 8 semanas (p-valor = 0,329). 
 
5.4.1.2. Determinantes de niveles de BPA 
Se llevaron a cabo RRMs simples y multiple para estudiar los determinantes de los niveles 
de BPA en leche materna tomada a las 2 semanas. Las variables independientes 
estudiadas fueron datos socioeconómicos, dietéticos y de uso de cosméticos de las 
madres. En la Tabla 19 se muestran los resultados del RRM múltiple para BPA-total. 
Como se observa las variables independientes ‘lugar de residencia durante los últimos 10 
año’s y ‘frecuencia de uso de productos para el cuidado de la piel’ se correlacionaron con 
los niveles de BPA-total. Las madres que residían en un medio rural tenían niveles 
significativamente menores que las que vivían en un medio urbano. Asimismo, las madres 
que usaban productos para el cuidado de la piel tenían niveles significativamente más 





Algunos estudios previos han encontrado correlaciones entre el lugar de residencia y los 
niveles urinarios de BPA en diferentes poblaciones, sin embargo, en estos estudios, los 
niveles de BPA en orina eran mayores en poblaciones que vivían en áreas rurales 
(Cutanda et al., 2015; Tratnik et al., 2019). No se ha encontrado un motivo claro que 
explique la relación entre el lugar de residencia y los niveles de BPA en leche materna en 
nuestro estudio. Por otro lado, la presencia de niveles de BPA en productos de cuidado 
personal como lociones para la piel (Liao & Kannan, 2014), podría explicar la 
correlación positiva entre la frecuencia de uso de productos para el cuidado de la piel y 
los niveles de BPA en leche materna que se ha encontrado en el presente estudio. 
 




Error estándar p-valor 
‘Intercept’ -1,780 (-2,211 - -1,350) 0,220 <0,001* 
Lugar de residencia durante los últimos 
10 años: Rural 
-0,875 (-1,402 - -0,348) 0,269 0,002* 
Frecuencia de uso de productos para el 
cuidado de la piel: Diariamente 
0,71 (0,197 - 1,223) 0,262 0,008* 
Frecuencia de uso de productos para el 
cuidado de la piel: Varias veces a la 
semana 
0,472 (-0,217 - 1,16) 0,351 0,183 
Frecuencia de uso de productos para el 
cuidado de la piel: Mensualmente 
0,559 (-0,654 - 1,773) 0,619 0,369 
*p-valor <0,05; IC (Intervalo de confianza) 
 
5.4.1.3. Evaluación del riesgo en lactantes  
Se utilizó un enfoque determinista y uno probabilístico para la estimación de la ingesta 
de BPA en lactantes tal y como se describe en la sección 4.7.1. Utilizando un enfoque 
determinista, las EDI de BPA-libre y BPA-total, estimando una que la ingesta media de 
leche de 140 mL/kg-pc/día (EPA, 2011), fueron de 0,02 y 0,04 µg/kg-pc/día, 
respectivamente. Si se se calculan las EDIs en base a la ingesta de leche en el percentil 
superior (190 mL/kg-pc/día) (EPA, 2011), las EDIs para BPA-libre y total fueron 0,03 y 
0,06 µg/kg-pc/día, respectivamente. 
Utilizando un enfoque probabilístico, la distribución log-normal de ingesta de leche se 
muestra en la Figura 25. La Tabla 20 muestra la EDI de BPA-libre y total para lactantes 
utilizando el enfoque probabilístico. Como se puede observar, se estima que el 95% de 





Según EFSA (2015), la exposición estimada media a BPA a través de la dieta es de 0,165 
µg/kg-pc/día para neonatos de entre 6 días y 3 meses de edad. Esta exposición es mucho 
mayor que las exposición medias estimadas en el presente estudio (0,03-0,04 µg/kg-
pc/día para BPA-total). En cualquier caso, en ninguno de los enfoques del estudio actual 
(ni determinista ni probabilístico), se estimó que la población de lactantes estudiada tuvo 
una EDI de BPA superior a la TDI temporal de BPA de 4 µg/kg-pc/día establecida por la 
EFSA (EFSA, 2015). Por otro lado, WHO (2010) estimó que cuando los recién nacidos 
eran alimentados con fórmulas infantiles en polvo, la exposición a BPA a través de la 
dieta era de 2,0 y 2,7 µg/kg-pc/día para la media y el percentil 95, respectivamente, 
valores superiores a los estimados en lactancia en este estudio. 
 
 












Tabla 20. EDI en µg/Kg pc día de BPA para lacatantes utilizando el enfoque probabilístico. 
 
Exposición BPA-libre      
(µg/Kg pc día) 
Exposición BPA total 
(µg/Kg pc día) 
Mínimo 0,001 0,001 
P25 0,01 0,02 
Mediana 0,02 0,04 
GM 0,03 0,04 
AM 0,20 0,30 
P75 0,03 0,10 
P95 0,60 1,0 
Máximo 5 7 




-La exposición a BPA por parte de la población lactante estudiada es menor a la TDI 
temporal establecida por la EFSA de 4 μg/kg pc día. 
-Los niveles de BPA libre no variaron significativamente durante la lactancia, y ni la edad 
de las madres ni el número de hijos se asociaron con los niveles de BPA en leche, lo cual 
hace pensar que los niveles de BPA en leche hacen referencia a una exposición reciente. 
-Aunque el BPA está siendo reemplazado por sus análogos F y S, estos presentaron 










5.4.4. Artículo 4: Biomonitoring of bisphenols A, F, S in human milk and 



















































































5.5. Capítulo 5: Biomonitorización de parabenos en leche materna e ingesta diaria 
admisible para lactantes 
En el presente capítulo, se estudiaron los niveles de parabenos en leche materna de 120 
madres del proyecto Bettermilk. El análisis se realizó tanto con hidrólisis enzimática 
(n=102) como sin hidrólisis (n=120) para comparar los niveles de parabenos totales 
(libres + conjugados) y libres en leche materna recogida a las 2 semanas del parto. 
Además, se estudiaron los niveles de parabenos libres a las 5 y a las 8 semanas después 
del parto para conocer la evolución de la exposición a lo largo de la lactancia (n=51). Para 
llevar a cabo los análisis se utilizó la metodología analítica desarrollada en el Capítulo 3. 
Posteriormente se estudiaron los determinantes de las concentraciones de parabenos 
totales en leche y se estimó la evaluación del riesgo en lactantes por ingesta de parabenos 
a través de la leche materna 
 
5.5.1. Resultados y discusión 
 
5.5.1.1. Concentraciones de parabenos en leche materna 
En la Tabla 21 se muestran las concentraciones de parabenos en leche materna a las 2 
semanas después del parto. En todos los casos las DF para parabenos totales fueron > 
60% y el MP presentó la mayor DF (89%). Con respecto a las concentraciones, los niveles 
de parabenos totales oscilaron entre <LoQ y 49 ng/mL, y sus GMs se encontraban en un 
rango entre 0,1 ng/mL (BP) y 0,36 ng/mL (MP). El ratio [parabeno-libre]/[parabeno-total] 
se calculó solo con las muestras cuyas concontraciones de parabeno libre y total fueron 
>LoQ. Las GMs de estos ratios fueron de 0,39 (MP), 0,42 (EP), 0,50 (PP) y 0,76 (BP), 
por lo tanto, se confirmó la presencia de metabolitos conjugados en leche materna. En la 
Figura 26 se muestran los histogramas de los logaritmos de las concentraciones de 
parabenos totales en leche materna. 
Las Tablas SI-7. Cap. 5 y SI-8. Cap. 5 muestran el coeficiente de correlación de 
Spearman entre los niveles de parabenos en leche materna tomada dos semanas despúes 
del parto. Los niveles de todos los parabenos estaban correlacionados significativamente 
entre ellos (p-valores<0,005), lo cual sugiere que se emplean conjuntamente como 
conservantes. 
Para evaluar los posibles cambios en los niveles de parabenos durante la lactancia, se 
compararon los niveles de parabenos libres en leche a las 2, 5 y 8 semanas después del 
parto (ver Tabla 22). Mediante un test de Friedman, se determinó que las diferencias en 
las concentraciones de MP, EP y BP a lo largo de la lactancia eran significativas (p-
valores <0.05). La estadística descriptiva (Tabla 22) muestra que en general los niveles 
de parabenos eran mayores en la semana 2 que en la semana 8. Por lo tanto, los niveles 





Tabla 21. Concentraciones de parabenos en muestras de leche de madres de Valencia (España) tomadas 2 semanas después del parto. 
 MP (ng/mL) EP (ng/mL) PP (ng/mL) BP (ng/mL) 
 Libre Total Libre Total Libre Total Libre Total 
Número de muestras n=120 n=91 n=120 n=102 n=120 n=102 n=120 n=102 
LoQ 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 
> LoQ 60% 89% 41% 70% 47% 72% 53 % 61% 
Mínimo < LoQ <LoQ < LoQ <LoQ < LoQ <LoQ < LoQ <LoQ 
P25  < LoQ 0,10 < LoQ <LoQ < LoQ <LoQ < LoQ <LoQ 
Mediana 0,10 0,19 < LoQ 0,10 < LoQ 0,10 0,10 0,10 
GM 0,13 0,36 < LoQ 0,13 < LoQ 0,14 < LoQ 0,10 
AM  0,95 2,7 0,17 0,44 0,25 0,52 0,11 0,13 
P75  0,36 1,0 0,10 0,23 0,10 0,18 0,10 0,10 
P95  3,8 19 0,30 1,5 1,00 3,5 0,27 0,36 
Máximo 31 49 5,2 9,0 6,5 8,0 1,1 1,3 
Desv. estándar 3,5 7,7 0,62 1,2 0,76 1,3 0,12 0,16 
LoQ: Límite de cuantificación (0,10 ng/mL para todos los compuestos) 
Tabla 22. Niveles de parabenos libres en leche humana en las semanas 2, 5 y 8 después del parto (n=51). 
 
MP (ng/mL) EP (ng/mL) PP (ng/mL) BP (ng/mL) 
Semanas después del nacimiento 2 5 8 2  5  8 2 5  8 2 5 8 
> LoQ 71% 71% 57% 43% 29% 20% 41% 45% 47% 61% 25% 43% 
Mínimo <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 
P25  <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 
Mediana 0,10 0,10 0,10 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 0.10 <LoQ <LoQ 
GM 0,23 0,17 0,15 <LoQ <LoQ <LoQ 0,10 0,10 0,10 <LoQ <LoQ <LoQ 
AM  1,3 0,63 0,63 0,18 0,13 0.10 0,36 0,28 0,23 0,12 0,16 <LoQ 
P75  0,85 0,32 0,41 0,10 0,10 <LoQ 0,14 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 
P95  5,6 4,4 2,8 0,28 0,75 0,43 2,2 1,9 1,6 0,31 1,2 0,32 
Máximo 31 6,1 15 4,7 1,2 1,5 6,5 4,2 1,8 1,1 2,2 0,36 
Desv. estándar 4,5 1,4 2,1 0,60 0,23 0,21 1,0 0,71 0,43 0,15 0,37 0,07 
‘Mean rank’ 2,18 2,07 1,75 2,19 2,05 1,76 2,05 2,00 1,95 2,24 1,81 1,95 
Friedman test χ2 6,12 9,6 0,40 7,6 
Friedman test p-valor 0,047* 0,008* 0,817 0,023* 






Figura 26. Histogramas de los logaritmos de las concentraciones de parabenos totales en leche 
materna a las 2 semanas después del parto. Las líneas verticales muestran el log de las GM. 
 
Este es el mayor estudio de BH de parabenos en leche materna. Schlumpf et al. 
determinaron parabenos libres en leche de madres suizas y detectaron niveles entre 1,26 
ng/mL (EP) y 2,18 ng/mL, mientras que el BP no fue detectado (Schlumpf et al., 2010). 
En otro estudio, Fisher et al. determinaron parabenos totales en leche de madres 
canadienses y reportaron GMs por debajo de su LoD (0,1 ng/mL) y AMs en un rango 
entre 0,12 ng/mL (EP) y 0,99 ng/mL (MP). El BP no fue detectado (Fisher et al., 2017). 
 
5.5.1.2. Determinantes de parabenos en leche materna 
Se llevaron a cabo RRMs simples y multiples para estudiar los determinantes de los 
niveles de parabenos en leche materna tomada a las 2 semanas. Las variables 





de las madres y niveles de macronutrientes en leche materna. En la Tabla 23 se muestran 
los resultados de los RRM múltiple para parabenos-total.  
La frecuencia de uso de algunos cosméticos fue positivamente correlacionada con los 
niveles de EP y PP ya que las madres que usaban diariamente algunos de estos cosméticos 
(perfumes y cremas solares) presentaron mayores niveles de estos parabenos en leche que 
las madres que no los usaban nunca. Además, los niveles de proteínas en leche fueron 
correlacionados positivamente con los niveles de MP y PP. 
Tan solo dos estudios han analizado previamente la influencia de potenciales 
determinantes de los niveles de parabenos en leche materna. Schlumpf et al. (2010) 
observaron que las concentraciones de EP in leche materna crecían significativamente al 
aumentar edad de la madre. No se encontraron correlaciones de niveles de parabenos en 
leche con la dieta. Fisher et al. (2017) detectó un aumento significativo de los niveles de 
PP en leche de madres que habían usado recientemente maquillaje o limpiadores de piel. 
Sin embargo, no encontraron diferencias significativas con los niveles de MP y no se 
estudiaron los determinantes de los niveles de BP ni EP en leche. La correlación entre la 
frecuencia de uso de algunos cosméticos y los niveles de EP y PP en el presente estudio 
puede ser debido al uso de parabenos como conservantes en los cosméticos (Bledzka et 
al., 2014). 
 
5.5.1.3. EDI de parabenos en lactantes 
Se utilizó un enfoque determinista y uno probabilístico para la estimación de la ingesta 
de parabenos en lactantes tal y como se describe en la sección 4.7.1. Las EDIs de 
parabenos calculados utilizando un enfoque determinista se muestran en la Tabla SI-15. 
Cap. 5. Con respecto al enfque probabilistico, la Figura 25 muestra la distribución log-
normal de la ingesta de leche y la Tabla 24 muestra la EDI de parabenos libres y totales 
en lactantes. En cualquier caso, ninguna de las EDIs calculadas presenta valores mayores 
o similares a la ADI establecida por la EFSA para la suma de MP y EP de 0-10,000 µg/kg 
pc/día (EFSA, 2004), por lo que no se puede considerar que haya un riesgo para los 
lactantes. Con respecto a PP y BP, la EFSA no ha establecido un ADI debido a que no se 
ha determinado un valor NOAEL. Sin embargo, sí que existen ‘non-observed effect 
levels’ (NOELs) para PP y BP (6500 µg/kg pc/día and 700 µg/kg pc/día, respectivamente 
(Boberg et al., 2010). Los EDIs de PP y BP en el presente estudio (Tabla SI-15. Cap. 5, 
Tabla 24) fueron de varios órdenes de magnitud inferiores que el cociente NOELs/ factor 
de incertidumbre (UF) (el UF utilizado fue de 100 para garantizar las posibles 
variabilidades debidas a factores interespecies e interindividuales). Schlumpf et al. (2010) 
también calcularon los EDIs de u-MP, u-EP y u-PP, (0,42, 0,22 y 0,28 µg/kg pc/día, 
respectivamente). Al igual que en el presente estudio, no se encontraron EDIs superiores 





Tabla 23. Resultados de RRM multiples de niveles de parabenos-totales en leche materna. 
Biomarcador Variable Parámetros estimados (95% IC) Error estándar p-valor 
MP-total 
‘Intercept’ -2,874 (-5,166 – -0,582) 1,169 0,016* 
Huevos (g/mes) -9·10-4 (-0,002 – 2·10-4) 6·10-4 0,122 
Frecuencia uso productos cuidado piel: 
Semanalmente o mensualmente 
-0,923 (-1,868 – 0,023) 0,482 0,060 
Frecuencia uso productos cuidado piel: 
Nunca 
-0,8758 (-1,778 – 0,026) 0,640 0,061 
Frecuencia uso perfumes: 
Semanalmente o mensualmente 
-0,406 (-1,461 – 0,650) 0,538 0,454 
Frecuencia uso perfumes: Nunca -0,816 (-1,738 – 0,107) 0,471 0,088 
Proteínas en leche (g/100mL) 2,729 (0,933 – 4,525) 0,916 0,004* 
EP-total 
‘Intercept’ -4,441 (-5,665 - -3,218) 0,624 <0,001* 
Consumo tabaco: Ex-fumadora 1,125 (0,405 - 1,845) 0,367 0,003* 
Consumo tabaco: No-fumadora 1,562 (0,866 - 2,259) 0,355 <0,001* 
Vegetales (g/mes) 1,7·10
-5 (-7,7·10-6 – 4,1·10-5) 1,2·10-5 0,182 
Bollería y pastelería (g/mes) 2·10
-4 (1·10-4 – 4·10-4) 1·10-4 0,006* 
Frecuencia uso protector solar: 
Semanalmente 
-0,207 (-0,954 - 0,540) 0,381 0,588 
Frecuencia uso protector solar: 
Mensualmente u ocasionalmente 
-0,221 (-0,989 - 0,548) 0,392 0,575 
Frecuencia uso protector solar: Nunca -0,617 (-1,138 - -0,096) 0,266 0,023* 
Proteínas en leche (g/100mL) 0,636 (-0,218 - 1,489) 0,436 0,149 
PP-total 
‘Intercept’ -2,383 (-4,401 - -0,364) 1,030 0,023* 
Índice de masa corporal antes del 
embarazo (kg/m2) 
-0,072 (-0,135 - -0,010) 0,032 0,025* 
Dieta especial: No 0,459 (-0,252 - 1,170) 0,363 0,209 
Frecuencia uso productos cuidado piel:  
Semanalmente o mensualmente 
-0,263 (-0,855 - 0,330) 0,302 0,387 
Frecuencia uso productos cuidado piel:  
Nunca 
-0,367 (-0,919 - 0,185) 0,282 0,196 
Frecuencia uso perfumes: 
Semanalmente o mensualmente 
-0,418 (-1,058 - 0,222) 0,327 0,204 
Frecuencia uso perfumes:Nunca -1,037 (-1,587 - -0,487) 0,281 <0,001* 
Proteínas en leche (g/100mL) 2,009 (0,988 - 3,030) 0,521 <0,001* 
BP-total 
‘Intercept’ -2,237 (-2,405 - -2,069) 0,086 <0,001* 
Frutas (g/mes) -5,2·10-6 (-9,9·10-6 - -5,4·10-7) 2,4·10-6 0,031* 
Frecuencia uso protector solar: 
Semanalmente 
-0,162 (-0,387 - 0,064) 0,115 0,164 
Frecuencia uso protector solar: 
Mensualmente u ocasionalmente 
-0,119 (-0,336 - 0,099) 0,111 0,288 
Frecuencia uso protector solar: Nunca -0,041 (-0,196 - 0,114) 0,079 0,604 





Tabla 24. EDIs (en µg/Kg pc-día) de parabenos en lactantes calculadas utilizando un 
enfoque probabilístico. 


















Mínimo 0,0001 0,0008 0,0006 0,0010 0,0007 0,0010 0,003 0,004 
P25 0,006 0,014 0,005 0,011 0,004 0,012 0,009 0,012 
Mediana 0,015 0,030 0,011 0,014 0,012 0,015 0,013 0,014 
GM 0,02 0,11 0,011 0,03 0,012 0,04 0,015 0,03 
AM 0,15 0,4 0,03 0,07 0,04 0,08 0,017 0,02 
P75 0,06 0,14 0,015 0,03 0,02 0,03 0,016 0,016 
P95 0,6 3,0 0,05 0,2 0,15 0,6 0,04 0,06 
Máximo 4,8 6,7 1,0 1,2 1,0 1,4 0,19 0,2 
Desv. 
estándar 




-En el presente capítulo se demuestra la viabilidad de usar la BH para evaluar la 
exposición a parabenos en niños lactantes 
-Los EDIs de MP y EP fueron muy inferiores a la ADI de 10.000 µg/kg-pc/día establecida 
por la EFSA para la suma de MP y EP. 
-Los bajos ratios [parabeno-libre]/[paraben-total] indican la presencia de parabenos 
conjugados en leche materna.  
-El estudio mostró una correlación entre niveles de parabenos en leche materna y la 
frecuencia de consumo de algunos cosméticos, así como con los niveles de proteínas en 





5.5.3. Artículo 5: Biomonitoring of parabens in human milk and estimated daily 


















































































5.6. Capítulo 6: Evaluación del riesgo de la exposición a ftalatos en mujeres lactantes 
usando biomonitorización humana 
En el presente capítulo, se estudiaron los niveles de 14 metabolitos de ftalatos en orina de 
104 madres del proyecto Bettermilk. Las orinas fueron recogidas entre las semana 2 y la 
8 después del parto. Para llevar a cabo los análisis se utilizó la metodología analítica 
descrita en la Tabla 10. Las condiciones de ionización, los parámetros espectrométricos, 
los LoQs y los resultados de la validación de la metodología se muestan en las Tablas 
SI-4-6. Cap. 6. Posteriormente se estudiaron los determinantes de las concentraciones de 
ftalatos en orina y se estimó la evaluación del riesgo en madres por exposición interna a 
ftalatos. 
 
5.6.1. Resultados y discusión 
 
5.6.1.1. Concentraciones de metabolitos de ftalatos en orina 
En la Tabla 25 se muestran las concentraciones de los metabolitos de ftalatos estudiados 
en orina. De los 14 metabolitos estudiados, 9 presentaron DFs > 80%, siendo el MEP y 
el MECPP los metabolitos que presentaron las mayores DFs (100%). MCPP se detectó 
tan solo en 5 muestras y MiNP, MCHP, MMP y MOP no se detectaron en ninguna. Los 
niveles de metabolitos oscilaron entre <LoQ y 1291 ng/mL, siendo el MEP el metabolito 
que presentó mayores niveles (GM = 34,9 ng/mL). 
En cuanto a los diésteres, el DEHP fue calculado como la suma de cinco (MEHP, 
MECPP, MEHHP, MEOHP, and 2cx-MMHP) o dos (MEHHP and MEOHP) metabolitos. 
Considerando el DEHP como la suma de cinco metabolitos, el DEHP estuvo presente en 
todas las muestras con niveles que oscilaban entre 5,67 y 1978,9 ng/mL. La Figura 27 
muestra los histogramas del logaritmo de las concentraciones de metabolitos de ftalatos 
en orina. 
En estudios previos se han estudiado los niveles de metabolitos de ftalatos en orinas de 
mujeres lactantes en Carolina del Norte (EEUU) (Hines et al., 2009), Lund (Suecia) 
(Högberg et al., 2008) y Shanghai (China) (Dong et al., 2019). De manera similar a los 
resultados del presente capítulo, las DF de la mayoría de los metabolitos de ftalatos 
estudiados fueron mayores del 80%. Con respecto a las concentraciones, los niveles de 
los metabolitos de DEHP en estudios anteriores (medianas 3-27ng/mL) fueron similares 
o superiores al presente estudio (medianas 3-14 ng/mL). En cuanto a los metabolitos de 
ftalatos de cadena corta, los niveles de MEP fueron también mayores en previos estudios 
(medianas 37-74 ng/mL) que en el presente estudio (mediana de 33 ng/mL). 
En estudios de niveles de ftalatos en otras poblaciones españolas (mujeres lactantes, 





fueron también superiores al 80% en todos los estudios y las concentraciones de 
metabolitos de ftalatos fueron superiores que en el estudio actual. 
La Tabla SI-9. Cap. 6 muestra el coeficiente de correlación de Spearman entre los niveles 
de ftalatos en orina. Los niveles de DBP (como MnBP) fueron significativamente 
correlacionados con todos los ftalatos, y DEHP fue significativamente correlacionado con 
DBP, DiBP y BzBP.  
 
5.6.1.2. Determinantes de metabolitos de ftalatos 
La exposición a ftalatos se estudió usando RRMs. Los RRMs multiple se muestran en la 
Tabla 27. El consumo de zumos envasados en las 72h previas al muestreo fue asociado 
positivamente con los niveles de DiBP y DEPHT en orina. Además, los nivels de DEPHT 
se asociaron positivamente con la frecuencia de uso de desodorante y negativamente con 
la frecuencia con la que realizaban actividad física. Las participantes que practicaban 
actividad física regularmente (3 o más días a la semana) tenían menores niveles de MEP 
que las que solo practicaban actividad física ocasionalmente o nunca. Sin embargo, esta 
diferencia solo resultó significativa (p-valor <0.05) entre las mujeres que practicaban 
actividad física regularmente y aquellas que lo hacían ocasionalmente. 
La migración de ftalatos desde los materiales de envasado a zumos ha sido estudiada 
previamente. Rastkari et al. (2018) estudiaron el efecto de diferentes condiciones de 
almacenamiento (tiempo, luz solar, temperatura) sobre la migración de ftalatos desde el 
material al zumo, demostrando la presencia de DEPHT, DEHP y DnBP en dicha matriz. 
Por otro lado, la ‘Regulation (EC) No 1223/2009 of the European Parliament on cosmetic 
products’ (Regulation EC, 2009) prohibió el uso de algunos ftalatos (DnBP, DEHP, y 
BzBP) en cosméticos. Sin embargo, permite el uso de DEPHT. Además, la ‘Food and 
Drug Administration’ detectó niveles de DEPHT en productos de belleza, incluyendo 
desodorantes (Hubinger, 2010). Por lo tanto, la asociación entre niveles en orina de 
metabolitos de DEPHT y la frecuencia de uso de desodorantes se puede deber a la 






















































104 104 104 104 104 104 104 104 104 104 104 
LoQ 
(ng/mL) 
2 0,5 1 2 2 2 0,5 2 1 - - 
DF(%) 91,3 99,0 100 96,2 80,8 100 99,0 99,0 85,6 100 99,0 
Mínimo 
<LoQ <LoQ 1,91 
(4,06) 
<LoQ <LoQ 2,44 
(2,86) 





























































































































































          LoQs (ng/mL) de otros metabolitos: MCPP (2); MiNP (0,5); MCHP (0,5); MMP (1); MOP (0,5). 
          MiNP, MCHP, MMP y MOP no se detectaron en ninguna muestra. MCPP La DF (%) de MCPP fue de 4.8 ; Rango de concentraciones de MCPP cuantificadas (ng/mL): 2,2 – 4,9. 
               a Suma de MEHP, MEOHP, MECPP, MEHHP y 2cx-MMHP. 








































Madres lactantes (2-8 
semanas después del 
parto) 


















Casas et al., 2016 
Madrid y Toledo 
Octubre 2011- 
Enero 2012 
Niños 6-11 años (urbano) 59 
0,5 >96 




Cutanda et al., 
2015 





















84,9 - - 4,4 - - 
Casas et al., 2011 
Granada 2005-2006 
Niños (género masculino) 
(4 años) 





Tabla 26. (Continuación). 


























Madres lactantes (2-8 
semanas después del 
parto) 
104 0,5 99 
13,03 
(11,51) 















Casas et al., 2016 
Madrid y Toledo 
Octubre 2011- 
Enero 2012 









Cutanda et al., 
2015 






























100 - - 15,7 - - 
Casas et al., 2011 
Granada 2005-2006 
Niños (género masculino) 
(4 años) 
19 100 - - 44,6 - - 
MECPP 
Valencia 2015 
Madres lactantes (2-8 
semanas después del 
parto) 

































100 - - 32,2 - - 
Casas et al., 2011 
Granada 2005-2006 
Niños (género masculino) 
(4 años) 





Tabla 26. (Continuación). 
 
 


























Madres lactantes (2-8 
semanas después del 
parto) 
104 2 96,2 
17,00 
(15,66) 















Casas et al., 2016 
Madrid y Toledo 
Octubre 2011- 
Enero 2012 









Cutanda et al., 
2015 






























100 - - 17,3 - - 
Casas et al., 2011 
Granada 2005-2006 
Niños (genero masculino) 
(4 años) 
19 100 - - 57,4 - - 
2cx-MMHP 
Valencia 2015 
Madres lactantes (2-8 
semanas después del 
parto) 








Mujeres embarazadas (3er 
trimestre embarazo) 
288 2* 100 (58,3) (45,9) - - 
(14,4) - 
(1086,5) 






































Madres lactantes (2-8 
semanas después del 
parto) 



























Casas et al., 2016 
Madrid y Toledo 
Octubre 2011- 
Enero 2012 









Cutanda et al., 
2015 






























100 - - 324  - 
Casas et al., 2011 
Granada 2005-2006 
Niños (género masculino) 
(4 años) 





































Madres lactantes (2-8 
semanas después del 
parto) 





















Casas et al., 2016 
Madrid y Toledo 
Octubre 2011- 
Enero 2012 









Cutanda et al., 
2015 






























100 - - 27,5 - - 
Casas et al., 2011 
Granada 2005-2006 
Niños (género masculino) 
(4 años) 





































Madres lactantes (2-8 
semanas después del 
parto) 





















Casas et al., 2016 
Madrid y Toledo 
Octubre 2011- 
Enero 2012 









Cutanda et al., 
2015 






























100 - - 29,9 - - 
Casas et al., 2011 
Granada 2005-2006 
Niños (género masculino) 
(4 años) 





Tabla 26. (Continuación). 
* LoD 


























Madres lactantes (2-8 
semanas después del 
parto) 













Casas et al., 2016 
Madrid y Toledo 
Octubre 2011- 
Enero 2012 









Cutanda et al., 
2015 
























99,2 - - 10,5 - - 
Casas et al., 2011 
Granada 2005-2006 
Niños (género masculino) 
(4 años) 
19 100 - - 33,0 - - 
MCPP 
Valencia 2015 
Madres lactantes (2-8 
semanas después del 
parto) 













97,5 - - 1,5 - - 
Casas et al., 2011 
Granada 2005-2006 
Niños (género masculino) 
(4 años) 























‘Intercept’ -0,381 (-0,755 - -0,007) 0,191 0,049* 
Creatinina 0,9578 (0,651 - 1,264) 0,156 <0,001* 
Lugar de residencia últimos 10 
años: Rural 
0,2924 (-0,112 - 0,696) 0,206 0,159 
Desempleada 0,4672 (0,031 - 0,904) 0,223 0,039* 
DiBP (como 
MiBP) 
‘Intercept’ 1,4183 (1,088 - 1,749) 0,169 <0,001* 
Creatinina 0,8829 (0,603 - 1,163) 0,143 <0,001* 
País de nacimiento: Otros 0,2672 (-0,130 - 0,665) 0,203 0,190 
Zumo envasado (nº raciones 72h 
previas) 
0,118 (0,045 - 0,191) 0,037 0,002* 
DnBP (como 
MnBP) 
‘Intercept’ 1,0886 (0,681 – 1,496) 0,208 <0,001* 
Creatinina 1,0546 (0,742 – 1,368) 0,160 <0,001* 
Frecuencia uso perfumes: 
Diariamente 
0,2387 (-0,114 – 0,592) 0,180 0,188 
Frecuencia uso perfumes: Weekly 
or monthly 
0,3394 (-0,025 – 0,704) 0,186 0,071 
DEPHT (como 
MEP) 
‘Intercept’ 1,5407 (0,663 - 2,418) 0,448 <0,001* 
Creatinina 0,7314 (0,301 - 1,162) 0,219 0,001* 
Frecuencia ejercicio físico: 1 or 2 
days/week 
0,4193 (-0,262 - 1,1006) 0,348 0,231 
Frecuencia ejercicio físico: 
Ocasionalmente 
0,6504 (0,085 - 1,216) 0,289 0,027* 
Frecuencia ejercicio físico: Nunca 0,6288 (-0,056 - 1,314) 0,350 0,076 
Frecuencia uso desodorantes: 
Diariamente 
0,6151 (0,011 - 1,219) 0,308 0,049* 
Zumo envasado (nº raciones 72h 
previas) 
0,1334 (0,026 - 0,241) 0,055 0,017* 
DEHP (como la 
suma de 5 
metabolitos) 
‘Intercept’ 2,3032 (1,446 - 3,161) 0,438 <0,001* 
Creatinina 1,1204 (0,875 - 1,366) 0,126 <0,001* 
Índice de masa corporal antes del 
embarazo (kg/m2) 
-0,0004 (-0,034 - 0,033) 0,017 0,980 
* P-value < 0.05. 
Las RRMs se aplicaron solo a los ftalatos que presentaban una DF(%) >40 en orina. 
 
5.6.1.3. Evaluación del riesgo en madres lactantes 
Los resultados de la evaluación del riesgo se muestran en la Figura 28. Los HQs se 
calcularon comparando los niveles de ftalatos en el P95 de la población con el valor guía 
en BH (BEs o HBM-I). Todos los HQs fueron menores que 1, por lo tanto, no se puede 
considerar que hubiese un riesgo por exposición a ftalatos en la población estudiada. El 
DEHP (como la suma de 5 metabolitos) fue el ftalato que presentó un mayor HQ (0,49). 
Con respecto al DiNP (medido como MiNP), el BE (derivado del TDI de la EFSA) es de 
0,5 ng/mL. Teniendo en cuenta que en nuestro estudio el LoQ del MiNP era de 0,5 ng/mL 
y que MiNP no fue detectado, se puede concluir que la exposición a DiNP era menor al 
BE. Sin embargo, para mejorar la evaluación del riesgo del DiNP, se debería reducir el 
LoQ del MiNP o estudiar otros metabolitos oxidados del DiNP que suelen presentar 







Figura 28. HQs de los niveles de ftalatos en orina. aBE derivado de la US EPA, bHBM I, cBE 
derivado de EFSA TDI. 
 
5.6.2. Conclusiones 
-La exposición a ftalatos en la población en estudio fue menor que en otras poblacionales 
descritas de la literatura.  
-Además, los niveles detectados se encontraban por debajo de los valores guía de BH para 
ftalatos. Por lo tanto, se considera que no existió un riesgo asociado a la exposción a 
ftalatos en la población estudiada.  
-Para mejorar la evaluación del riesgo a DINP, se recomienda estudiar metabolitos 









5.6.3. Artículo 6: Risk assessment of exposure to phthalates in breastfeeding 




































































































































La biomonitorización permite conocer la exposición de la población a un amplio número 
de contaminantes procedentes de distintas rutas y fuentes de contaminación de manera 
integrada, por lo que es útil para conocer la exposición global. Sin embargo, implica 
algunas limitaciones ya que en muchas ocasiones no se conocen adecuadamente los 
procesos toxicocinéticos de los contaminantes en el organismo y, además, requiere de 
métodologías analíticas lo suficientemente sensibles para detectarlos en matrices 
biológicas a niveles traza. 
A lo largo de la presente tesis se han desarrollado diversas metodologías analíticas que 
permiten conocer la exposición interna de la población desde diferentes enfoques. 
Mediante el uso de la espectrometría de masas de alta resolución, el análisis retrospectivo 
de sospechosos y de desconocidos permite ampliar el conocimiento cualitativo de la 
exposición, es decir, permite identificar nuevos biomarcadores que actualmente no se 
incluyen en los análisis a larga escala. Sin embargo, estas metodologías son tediosas en 
lo que se refiere al procesado de los datos, por lo que se precisa de técnicas 
computacionales más avanzadas y de equipos analíticos con más prestaciones, como los 
híbridos MS/MS-HRMS, de manera que se creen metodos de procesado más eficientes. 
Por otro lado, el desarrollo de técnicas ‘target’ para el análisis multiresiduo mediante LC-
MS/MS, permite el estudio de biomarcadores conocidos en profundidad, de manera que 
se puedan conocer los niveles a los que está expuesto la población. Estos datos pueden 
ser usados para compararlos con valores guía y llevar a cabo una evaluación del riesgo. 
En la presente tesis se llevó a cabo una evaluación del riesgo mediante datos de exposición 
interna para madres lactantes (ftalatos en orina) y datos de exposición externa para los 
recién nacidos lactantes (bisfenoles y parabenos en orina). En general, se puede concluir 
que los contaminantes estudiados se detectaron en la mayoría de las muestras analizadas, 
sin embargo, los niveles cuantificados no suponían un peligro para la población estudiada. 
Por último, si se combina la información de niveles de contaminantes en matrices 
biológicas con encuestas sociodemográficas o de consumo, la biomonitorización permite 
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ANEXO CAPÍTULO 1 
 
Información suplementaria de ‘Retrospective analysis of pesticide metabolites in urine using liquid chromatography coupled to high-
resolution mass spectrometry’ 
 
 
Tabla de información suplementaria 
Tipo Título Página 
Tabla SI-1 Chemical class of pesticide metabolites 256 
Tabla SI-2 Target compounds, including classification, possible precursor, elemental composition, accurate mass and fragments data 267 
Tabla SI-3 
Compounds searched in the database for retrospective screening, including elemental composition of the compound, 
theoretical accurate mass and fragments 
270 
Figura SI-1 2,4-D 283 
Figura SI-2 Propachlor oxanilic acid 284 
Figura SI-3 4,6-Dimethoxy-2-pyrimidinamine 285 
Figura SI-4 Diethyl malate 286 
Figura SI-5 Diethylmaleate 287 












1 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 94-75-7 C8H6O3Cl2 Phenoxy herbicide 
2 2,4,5-Trichlorophenoxyacetic acid 93-76-5 C8H5O3Cl3 Phenoxy herbicide 
3 















120739-62-0 C7H9ClN2 Insecticide, Neonicotinoid 










































Ametryn metabolite[Deethyl ametrin] 
 




33089-74-6 C10H14N2 Herbicide, triazine 
15 
Atrazine metabolite (6-deisopropyl atrazine) 
 
1007-28-9 C5H8ClN5 Herbicide, triazine 
16 
Atrazine metabolite (Deethyl atrazine) 
 
6190-65-4 C6H10ClN5 Herbicide, triazine 
17 Atrazine metabolite (Atrazine mercapturate) 138722-96-0 C13H22N6O3S Herbicide, triazine 
18 

















































 C18H11N3O4 Fungicide, strobilurin 
25 
Bensulfuron methyl metabolite[methyl 2-({[(4-
hydroxy-6-methoxypyrimidin-
2yl)carbamoyl]sulfamoyl}methyl)benzoate] 
 C15H16N4O7S Herbicide, sulfonyurea 
26 
Bensulfuron methyl metabolite (4,6-Dimethoxy-2-
pyrimidinamine) 
36315-01-2 C6H9N3O2 Herbicide, sulfonyurea 
27 
Bensulfuron methyl metabolite [methyl 2-
(sulfamoylmethyl)benzoate] 
112941-26-1 C9H11NO4S Herbicide, sulfonyurea 
28 
Bensulfuron methyl metabolite [(4,6-
dimethoxypyrimidin-2-yl)urea] 
 C7H10N4O3 Herbicide, sulfonyurea 
29 
Bensulfuron methyl metabolite [{[(4,6-
dimethoxypyrimidin-2-
yl)carbamoyl]sulfamoyl}acetic acid] 
 C9H12N4O7S Herbicide, sulfonyurea 
30 
Bensulfuron methyl metabolite [2-
(sulfamoylmethyl)benzoic acid] 
 C8H9NO4S Herbicide, sulfonyurea 
31 
Bifenox metabolite (Bifenox acid) 
 




59216-76-1 C13H9Cl2NO3 Herbicide, diphenylether 
33 
Bitertanol metabolite (1,2,4-triazole) 
 
288-88-0 C2H3N3 Fungicide, triazole 
34 
Bitertanol metabolite (1H-1,2,4-triazol-1-ylacetic 
acid ) 




30738-49-9 C14H10Br2O3 Acaricide, propilate 
36 Cadusafos metabolite (Methyl-2-butyl sulfone)  C8H18O2S 
Insecticide, Nematicide, 
organophosphate 
37 Captan metabolite (THPAM) 4795-29-3 C5H11NO 
Fungicide, bactericide, 
phtalimide 
38 Captan metabolite (THPI) 1469-48-3 C8H9NO2 
Fungicide, bactericide, 
phtalimide 
39 Carbaryl metabolite (1-naphtol) 90-15-3 C10H8O 
Insecticide, plant growth 
regulator, carbamate 
40 Carbaryl metabolite (Methylamine) 200-820-0 CH5N 
Insecticide, plant growth 
regulator, carbamate 
41 Carbendazim metabolite(2-aminobenzimidazole) 934-32-7 C7H7N3 
Fungicide, 
benzoimidazole 
42 Carbofuran metabolite (3-Keto-Carbofuran) 16709-30-1 C12H13NO4  
Insecticide, nemacticide, 
acaricide, carbamate 




Carboxin metabolite (Carboxin sulfoxide) 
 
17757-70-9 C12H13NO3S Fungicide, oxathiin 
45 
Chloridazon metabolite(Desphenyl Chloridazon) 
 
6339-19-1 C4H4ClN3O Herbicide, pyridazinone 
46 Chloridazon metabolite (Methyl-desphenyl-chloridazon) 17254-80-7 C5H6ClN3O Herbicide, pyridazinone 
47 Chlorpropham metabolite(HSA-4)  C10H12ClNO6S 






 C8H3O4Cl3N2S Fungicide, chloronitrile 
49 
Chlorthalonil metabolite [2,4-bis-amido-3,5,6-
trichloro benzenesulfonic acid] 














cyano benzene-1,3-disulfonic acid] 




 C8H2Cl2N2O6S2 Fungicide, chloronitrile 
52 
Chlorthalonil  (3-carbamyl-2,4,5-trichlorobenzoic 
acid) 




6961-82-6 C6H6ClNO2S Herbicide, sulfonyurea 


















59587-01-8 C10H11ClN2O3 Herbicide, urea 
58 
Chlorotoluron metabolite [Desmethylchlortoluron] 
 










Chlorpyrifos, chlorpyrifos-metyol metabolite 


























































70 Cyromazine metabolite (Ammelide) 645-93-2 C3H4N4O2 
Insecticide, veterinary 
substance, triazine 
71 Cyromazine metabolite (Ammeline) 645-92-1 C3H5N5O  
Insecticide, veterinary 
substance, triazine 





















28711-29-7 C4H5N3O2 Fungicide, triazole 



















Desmedipham metabolite (EHPC) 
 
7159-96-8 C9H11NO3 Herbicide, carbamate 


































84 Dicamba metabolite (3,6-dichloro-2-hydroxy benzoic acid) 3401-80-7 C7H4Cl2O3 Herbicide, benzoic acid 
85 
Dichlobenil metabolite (2,6-Dichlorobenzamide) 
 





4710-17-2 C8H12N2O2S Fungicide, sulphamide 
87 Dichlorvos metabolite (2,2-Dichloroacetic acid) 79-43-6 C2H2Cl2O2 
Insecticide, acarecide, 
organophosphate 
88 Dichlorvos metabolite (2,2 dichloro-acetaldehyde) 79-02-7 C2H2Cl2O 
Insecticide, acarecide, 
organophosphate 





























































380412-59-9 C12H17NO4S Herbicide, chloroacetmide 
100 Dimethoate  C5H12NO3PS2 
Insecticide, acarecide, 
organophosphate 






116412-84-1 C15H13O3Cl Fungicide, morpholine 









3567-62-2 C8H8Cl2N2O Herbicide, phenylurea 
106 Diuron metabolite (3,4-dichlorophenyl urea) 2327-02-8 C7H6Cl2N2O Herbicide, phenylurea 
107 Diuron metabolite(3,4-dichloroaniline) 95-76-1 C6H5Cl2N Herbicide, phenylurea 










1335041-78-5 C14H19NO2 Fungicide, hydroxyanilide 
111 
Fenhexamid metabolite(Biphenyl-fenhexamid ) 
 
 C28H32Cl4N2O4 Fungicide, hydroxyanilide 
112 Fenitrothion metabolite(3-methyl-4-nitrophenol) 2581-34-2 C7H7NO3 
Insecticide, 
organophosphate 















116 Fipronil metabolite(Fipronil amide)  C12H6Cl2F6N4O2S 
Insecticide, veterinary 
substance, phenylpyrazole 
117 Fipronil metabolite(Fipronil sulphide) 120067-83-6 C12H4Cl2F6N4S 
Insecticide, veterinary 
substance, phenylpyrazole 








































 C7H4F3NO5S Fungicide, Benzamide 
125 
Fluopicolide metabolite (dichlorbenzamide) 
 















168900-02-5 C14H7Cl2FN2O2 Fungicide, triazole 
129 Fluquinconazole metabolite (1,2,4-triazole) 288-88-0 C2H3N3 Fungicide, triazole 
130 
Flurtamone metabolite (2,2,2-Trifluoroacetic acid) 
 
76-05-1 C2HF3O2 Herbicide, pyridanizone 
131 
Flusilazole metabolite [(bis(4-fluorophenyl)methyl 
silanol] 




















24155-42-8 C11H10Cl2N2O Fungicide, imidazole 
136 
Imazalil metabolite (Methyl isothiocyanate) 
 








115086-54-9 C9H8ClN5O2 Insecticide, neonicotinoid 




63637-89-8 C13H13Cl2N3O3 Fungicide, dicarboximide 
141 Iprovalicarb metabolite(p-methyl-phenethylamine) 3261-62-9 C9H13N Fungicide, carbamate 
142 Isoproturon metabolite (p-methyl-phenethylamine) 3261-62-9 C9H13N Herbicide, urea 
143 Isoproturon metabolite (Desmethylisoproturon) 34123-57-4 C11H16N2O Herbicide, urea 
144 























































































159 Malathion metabolite (malaoxon) 1634-78-2 C10H19O7PS 
Insecticide, acarecide, 
organophosphate 
160 Mancozeb metabolite (Ethylenethiourea) 13966-32-0 C3H6N2S  Fungicide, carbamate 
161 
Mancozeb metabolite (Ethyleneurea) 
 







































































171 Methamidophos 10265-92-6 C2H8NO2PS 
Organophosphate 
insecticide 
172 Methiocarb Metabolite(Methiocarb-sulfone) 2179-25-1 C11H15NO4S 
Insecticide, Molluscicide, 
Bird repellent, Carbamate 
173 Methiocarb Metabolite(Methiocarb-sulfoxide) 2635-10-1 C11H15NO3S 
Insecticide, Molluscicide, 
Bird repellent, Carbamate 
174 Methyl-Thiophanate metabolite (Carbendazim) 10605-21-7 C9H9N3O2 Fungicide, benzimidazole 
175 
Metolachlor metabolite(Metolachlor ethane 




































































C4H5N3O2 Fungicide, triazole 





 C13H10O2 Herbicide, alkanamide 
189 












 C17H21NO2 Herbicide, alkanamide 
192 
Organophosphate metabolite (Dimethyl 
thiophosphate) 
1112-38-5 C2H6O3PS Organophosphate 
193 
Organophosphate metabolite (Dimethyl 
dithiophosphate) 
756-80-9 C2H5O2PS2 Organophosphate 
194 Organophosphate metabolite (Diethyl phosphate) 598-02-7 C4H11O4P Organophosphate 
195 
Organophosphate metabolite (Diethyl 
thiophosphate) 













Organophosphate metabolite (Diethyl 
dithiophosphate) 
 C4H11O2PS2 Organophosphate 
197 












Plant growth regulator; 
Fungicide, Triazole 
200 
Permethrin, cypermethrin, cyfluthrin metabolite 
[cis-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-
dimethylcyclopropane-1-carboxylic acid] 
55701-05-8 C8H10O2Cl2 Pyrethroid insecticide 
201 
Permethrin, cypermethrin, cyfluthrin metabolite 
[trans-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-
dimethylcyclopropane-1-carboxylic acid] 




































40778-16-3 C8H13N3O Insecticide, carbamate 









211 Propachlor metabolite (propachlor oxanilic acid) 70628-36-3 C11H13NO3 
Herbicide, 
chloroacetamide 
212 Propachlor metabolite (propachlor alcohol) 42404-06-8 C11H15NO2 
Herbicide, 
chloroacetamide 












































































































methylquinoline-8-carboxylic acid)  






C11H6ClNO4 Herbicide, quinoline 
















53250-83-2 C8H7ClO4S Herbicide, triketone 
238 Tebuconazole metabolite (1,2,4-triazole) 288-88-0 C2H3N3 































































28711-29-7 C4H5N3O2 Fungicide, triazole 
248 Thiacloprid metabolite (Thiacloprid sulfonic acid)  C10H13CIN4SO5 
Insecticide, Molluscicide, 
neonicotinoid 
249 Thiacloprid metabolite (Thiacloprid-amide) 676228-91-4 C10H11ClN4OS 
Insecticide, Molluscicide, 
neonicotinoid 
250 Thiamethoxam metabolite (Clothianidim) 210880-92-5 C6H8ClN5O2S Insecticide, neonicotinoid 
251 
Tolclofos-methyl metabolite (2,6-Dichloro-4-
methylphenyl dimethyl phosphate) 




17788-00-0 C7H6Cl2O Fungicide, chlorophenyl 
253 Tolclofos-methyl metabolite (Desmethyl tolclofos)  C8H9Cl2O4P Fungicide, chlorophenyl 
254 Tolyfluanid metabolite(DMST) 66840-71-9 C9H14N2O2S Fungicide, sulfamide 
255 Tolyfluanid metabolite (N,N-Dimethylsulfamide) 4315-09-7 C2H8N2O2S Fungicide, sulfamide 
256 Triclorfom Metabolite(Dichlorvos) 62-73-7 C4H7Cl2O4P 
Insecticide, 
organophosphate 
257 Triclorfom Metabolite(Desmethyl dichlorvos) 17650-82-7 C2H3Cl2O4P 
Insecticide, 
organophosphate 
258 Triclorfom metabolite (Dichlorivinylphosphate)  C2HCl2O4P 
Insecticide, 
organophosphate 















































































IMPY 99.9 C8H12N2O [M+H] 153.10146 C4H6ON 84.04465 
Parathion, methyl 
parathion 





TCPY 99.8 C5H2NOCl3 [M-H] 195.91292 - - 











Dimethyl thiophosphate DMTP 98 C2H6O3PS [M-H] 140.97807 CH3O3PS 125.95462 
Dimethyl 
dithiophosphate 
DMDTP 98 C2H5O2PS2 [M-H] 156.95523 CH3O2PS2 141.93174 
Diethyl phosphate DEP 75 C4H11O4P [M-H] 153.03221 C2H6O4P 125.00102 
Diethyl thiophosphate DETP 99 C4H11O3PS [M-H] 169.00937 C2H6O3PS 140.97815 
Diethyl dithiophosphate DEDTP 90 C4H11O2PS2 [M-H] 184.98653 C2H6O2PS2 156.95523 
Acephate Acephate AP 96 C4H10NO3PS [M+H] 184.01917 C2H8O3PS  142.99256 
Methamidophos Methamidophos MMP 98 C2H8NO2PS [M+H] 142.00861 CH5O2NP 94.00534 
Omethoate Omethoate OMET 98 C5H12NO4PS [M+H] 214.02923 C4H8O4PS 182.98754 


















































DBCA 99.3 C8H10O2Br2 [M-H] 406.07197 - - 
Chloroacetanilide 
herbicides 
Atrazine Atrazine mercapturate ATZM 96 C13H22N6O3S [M+H] 343.15468 C8H16N5S 214.1119 
Alachlor Alachlor mercapturate ALAM 98 C19H28N2O5S [M+H] 397.17916 C5H7O3N 130.04974 
























13C6C7H9FO3 [M-H] 237.06642 - - 
DCCA 13C2. D1 DCCA-13C2. D1 100 C6
































 13C3C10H22N6O3S [M+H] 346.16475 - - 
2,4-D D3 2.4-D-D3 97.6 C8H3Cl2O3D3 [M-H] 221.98095 - - 
Methamidophos-D6  METHA-D6 98.7 C2H2NO2PSD6 [M+H] 148.04627 - - 
Dimethoate-D6  DIMET-D6 98 C5H6NO3PS2D6 [M+H] 236.04455 - - 


















Frag. 1 Structure Frag. 2 Structure Frag.3 Structure Matrix(*) Ref 
1 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 94-75-7 C8H6O3Cl2 M-H 218.96212 160.95645 C6H4OCl2     S [12] 
2 2,4,5-Trichlorophenoxyacetic acid 93-76-5 C8H5O3Cl3 M-H 252.92315 194.91749 C6H3OCl3     - [12] 
3 Abamectin metabolite (5-O-demethyl-












120739-62-0 C7H9ClN2 M+H 157.0527 126.010503 C6H5ClN 121.076025 C7H9N2 111.994853 C5H3NCl S [2],[3] 
6 Acephate 30560-19-1 C4H10NO3PS M+H 184.01917 142.99256 C2H7O3PS     - [12] 
7 Acetochlor metabolite [N-(ethoxymethyl)-




Acetochlor metabolite [Acetic acid, 
[(ethoxymethyl)(2-ethyl-6- 
methylphenyl)-amino]oxo] 




Acetochlor metabolite [Acetic acid, {2-
[(ethoxymethyl)(2-ethyl-6-methylphenyl)-
amino]-2-oxoethyl}sulfinyl] 
















 C14H21NO5S M+H 316.12132 270.079455 C12H16NO4S 240.068891 C11H14NO3S 190.122641 C12H16NO W 
[1],[2],
[3] 
12 Alachlor metabolite (Alachlor 
mercapturate) 116482-92-9 C19H28N2O5S M+H 397.17916 130.04974 C5H7O3N      [12] 
13 Ametryn metabolite[Deethyl ametrin 4147-57-3 C9H17N5S M+H 228.12774 212.096442 C8H14N5S 170.049493 C5H8N5S 136.061772 C5H6N5 S [2],[3] 
14 Amitraz metabolite(N-2 4-
Dimethylphenyl-N'methylformamidine) 33089-74-6 C10H14N2 M+H 163.12297 132.080775 C9H10N 134.096426 C9H12N 147.091675 C9H11N2 W [4] 
15 Atrazine metabolite (6-deisopropyl 
atrazine) 1007-28-9 C5H8ClN5 M+H 174.0541 157.027550 C5H6ClN4 146.022799 C3H5ClN5 111.053947 C3H5N5 S [2],[3] 
16 Atrazine metabolite (Deethyl atrazine) 6190-65-4 C6H10ClN5 M+H 188.06975 146.0228 C3H5N5Cl 136.061772 C5H6N5 128.99625 C3H2ClN4 S [5] 
17 Atrazine metabolite (Atrazine 
mercapturate) 
138722-96-0 C13H22N6O3S M+H 343.15468 214.1119 C8H15N5S     - [12] 
18 
Azinphos-methyl  metabolite 




C3H9O2PS2 M+H 172.98543 140.959219 C2H6OPS2 124.982063 C2H6O2PS 93.0099925 C2H6O2P W [6] 
19 Azinphos-methyl  metabolite 
(phosphorothioic O,O,S-trimethyl ester) 
152-20-5 C3H9O3PS M+H 157.00827 124.982063 C2H6O2PS 109.004907 C2H6O3P   W [6] 















Frag. 1 Structure Frag. 2 Structure Frag.3 Structure Matrix(*) Ref 
21 
Azinphos-methyl  metabolite (Pyrido[3,4-
d] pyrimidin-4-ol) 
19178-25-7 C7H5N3O M+H 148.05053 130.039973 C7H4N3     W [6] 
22 
Azinphos-methyl  metabolite (3-methyl-
benzotriazin-4-one) 









 C18H11N3O4 M+H 334.08223 318.087317 C18H12N3O3 307.071333 C17H11N2O4 171.055289 C10H7N2O S,W [2],[3] 
25 
Bensulfuron methyl metabolite[methyl 2-({[(4-
hydroxy-6-methoxypyrimidin-
2yl)carbamoyl]sulfamoyl}methyl)benzoate] 




Bensulfuron methyl metabolite (4,6-
Dimethoxy-2-pyrimidinamine) 




Bensulfuron methyl metabolite [methyl 2-
(sulfamoylmethyl)benzoate] 




Bensulfuron methyl metabolite [(4,6-
dimethoxypyrimidin-2-yl)urea] 




Bensulfuron methyl metabolite [{[(4,6-
dimethoxypyrimidin-2-
yl)carbamoyl]sulfamoyl}acetic acid] 




Bensulfuron methyl metabolite [2-
(sulfamoylmethyl)benzoic acid] 
 C8H9NO4S M+H 216.03250 180.995391 C8H5O3S 170.027026 C7H8NO2S 121.028406 C7H5O2 W 
[1],[2],
[3] 






59216-76-1 C13H9Cl2NO3 M+H 298.00322 280.976676 C13H7Cl2O3 251.997746 C12H8Cl2NO 236.986847 C12H7Cl2O W 
[1],[2],
[3] 






ylacetic acid ) 
 







30738-49-9 C14H10Br2O3 M+H 384.90695 338.901466 C13H9Br2O 156.964739 C6H6Br 184.959654 C7H6BrO S [2],[3] 
36 
Cadusafos metabolite (Methyl-2-butyl 
sulfone) 
 C8H18O2S M+H 179.11003 109.031776 C3H9O2S 91.0212121 C3H7OS   S,W [2],[3] 
37 Captan metabolite (THPAM) 4795-29-3 C5H11NO M+H 102.09134 85.0647915 C5H9O 71.0491414 C4H7O   W 
[1],[2],
[3] 
38 Captan metabolite (THPI) 1469-48-3 C8H9NO2 M+H 152.07060 131.000179 C7H1ONO 109.064792 C7H9O   W 
[1],[2],
[3] 
39 Carbaryl metabolite (1-naphtol) 90-15-3 C10H8O M+H 145.06479 127.0752 C10H7     S,Hu [2],[3] 
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17254-80-7 C5H6ClN3O M+H 160.02721 143.000667 C5H4ClN2O 124.050538 C5H6N3O   W 
[1],[2],
[3] 









3,5,6-trichloro benzenesulfonic acid] 
































































C5H2Cl3NO M+H 197.92747 179.916908 C5HCl3N 161.950796 C5H2Cl2NO 145.955881 C5H2Cl2N S [2],[3] 
60 
Chlorpyrifos, chlorpyrifos-metyol 
metabolite (3,5,6-trichloro-2-pyridinol) 6515-38-4 C5H2NOCl3 M-H 195.91292 - - 
    S [12] 
61 
Chlorpyrifos metabolite (dimethyl 3,5,6-
trichloro-2-pyridylphosphate) 
5598-52-7 C7H7NO4Cl3P M+H 304.91728 273.89889 C6H4O3NCl3P 269.94843 C7H7O4NPCl2 179.91691 C5HNCl3 A [3],[7] 
62 




































Frag. 1 Structure Frag. 2 Structure Frag.3 Structure Matrix(*) Ref 
67 Cyfluthrin metabolite (4-fluoro-3-phenoxy 
benzoic acid) 










644972-61-2 C7H12N4O4 M+H 217.09313 200.066582 C7H10N3O4 170.056018 C6H8N3O3 127.050204 C5H7N2O2 S,W ,Sed [2],[3] 
70 Cyromazine metabolite (Ammelide) 645-93-2 C3H4N4O2 M+H 129.04070 112.014152 C3H2N3O2 111.030137 C3H3N4O 112.014152 C3H2N3O2 W 
[1],[2],
[3] 
71 Cyromazine metabolite (Ammeline) 645-92-1 C3H5N5O M+H 128.05668 111.030137 C3H3N4O 110.046122 C3H4N5 111.030137 C3H3N4O W 
[1],[2],
[3] 




Cyproconazole metabolite  
(1,2,4-triazole ) 







28711-29-7 C4H5N3O2 M+H 128.0455 110.034888 C4H4N3O 98.0348883 C3H4N3O 82.0399737 C3H4N3 S, Pl, An [2],[3] 
75 
Deltamethrin metabolite (Decamethrinic 
acid) 
53179-78-5 C8H10Br2O2 M+H 296.91203 250.906552 C7H9Br2 216.985869 C8H10BrO2 113.059706 C6H9O2 S [2],[3] 
76 
Deltamethrin metabolite 
 (3-phenoxybenzoic acid) 





63597-73-9 C8H10O2Br2 M-H 406.07197 - -     - [12] 
78 Desmedipham metabolite (EHPC) 7159-96-8 C9H11NO3 M+H 182.08116 170.995094 C9H1ONO2 136.039305 C7H6NO2 93.0334914 C6H5O W 
[1],[2],
[3] 




2814-20-2 C8H12N2O M+H 153.10224 137.070939 C7H9N2O 135.091675 C8H11N2 119.060375 C7H7N2 An [2],[3] 
















hydroxy benzoic acid) 
















Dichlorvos metabolite (2,2-Dichloroacetic 
acid) 




Dichlorvos metabolite (2,2 dichloro-
acetaldehyde) 









































































acid sodium salt] 






methanesulfonic acid sodium salt] 















380412-59-9 C12H17NO4S M+H 272.09510       W 
[1],[2],
[3] 
100 Dimethoate  C5H12NO3PS2 M+H 230.0069 124.98206 C2H5O2PS     - [12] 
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4-nitrophenyl hydrogen phosphate) 
15930-84-4 C9H12NO6P M+H 248.03185 152.034219 C7H6NO3 230.021285 C8H9NO5P 201.031122 C8H10O4P A 
[3], 
[10] 
116 Fipronil metabolite(Fipronil amide)  C12H6Cl2F6N4O2S M+H 454.95655 418.979869 C12H6ClF6N4O2S 368.983063 
C11H6ClF4N4O
2S 
336.986527 C11H6Cl2F3N4O S [2],[3] 
117 Fipronil metabolite(Fipronil sulphide) 120067-83-6 C12H4Cl2F6N4S M+H 420.95107 403.924519 C12H2Cl2F6N3S 393.940169 
C11H4Cl2F6N3
S 
318.975963 C11H4Cl2F3N4 S [2],[3] 































































144740-53-4 C15H14F3N5O7S M+H 466.06387 434.037664 C14H11F3N5O6S 406.04275 
C13H11F3N5O5
S 

















































1066-51-9 CH6NO3P M+H 112.01580 94.989257 CH4O3P 94.0052415 CH5NO2P   W 
[1],[2],
[3] 






24155-42-8 C11H10Cl2N2O M+H 257.02429 239.013730 C11H9Cl2N2 227.972107 C11H1OClN2O 188.986847 C8H7Cl2O S,W [2],[3] 
136 
Imazalil metabolite (Methyl 
isothiocyanate) 





































34123-57-4 C11H16N2O M+H 193.13354 119.085527 C9H11 179.11789 C10H15N2O 151.08650 C8H11N2O W [5] 
144 
Kresoxim methyl metabolite [(E)-
methoxyamino(alpha-(o-tolyloxy)-o-
tolyl)acetic acid] 
 C17H17NO4 M+H 300.12303       S,W [2],[3] 
145 Linuron metabolite (3,4-dichloroaniline) 95-76-1 C6H5Cl2N M+H 161.9872 144.960632 C6H3Cl2 126.010504 C6H5ClN 91.0416508 C6H5N S,An [2],[3] 
146 
Malathion metabolite(ethyl ester-2-
hydroxyl-3-thionyl 2-butenoic acid) 
 C8O5SH12 M+H 221.04782 187.060099 C8H11O5 161.026691 C6H9O3S 151.005956 C4H7O4S W [3],[6] 




yl]methyl dihydrogen phosphate) 
 C10H19O8P M+H 299.08903 267.062815 C9H16O7P 253.047166 C8H14O7P 209.020951 C6H10O6P W [3],[6] 



















Frag. 1 Structure Frag. 2 Structure Frag.3 Structure Matrix(*) Ref 
151 Malathion metabolite (diethylmaleate) 141-05-9 C8H12O4 M+H 173.08083 143.033885 C6H7O4 129.054621 C6H9O3 127.038971 C6H7O3 W [3],[6] 
152 
Malathion metabolite (Malathion 
dicarboxylic acid) 
1190-28-9 C6H11O6PS2 M+H 274.98074 256.970177 C6H10O5PS2 226.959613 C5H8O4PS2 200.980349 C4H10O3PS2 S [2],[3] 
153 
Malathion metabolite (Malathion 
dicarboxilid acid) 
 
C6H11O6PS2 M-H 272.96619 - -     S [12] 
154 
Malathion metabolite (Malathion 
monocarboxylic acid) 
35884-76-5 C8H15O6PS2 M+H 303.01204 285.001477 C8H14O5PS2 270.985828 C7H12O5PS2 257.006563 C7H14O4PS2 S [2],[3] 
155 Malathion metabolite (Isomalathion) 3344-12-5 C10H19O6PS2 M+H 331.04334 124.982063 C2H6O2PS 173.080835 C8H13O4 236.998107 C7H10O5SP PChI [2],[3] 
156 
Malathion metabolite [diethyl (dimethoxy-
phosphoryl) succinate] 
 C10H19O8P M+H 331.07886 267.062815 C9H16O7P 253.047166 C8H14O7P 209.020951 C6H10O6P W [3],[6] 
157 
Malathion metabolite [diethyl (methyl 
sulphonyl) succinate] 




 C8H12O5S M+H 221.04782 203.037256 C8H11O4S 187.0601 C8H11O5 179.037256 C6H11O4S W [3],[6] 
159 Malathion metabolite (malaoxon) 1634-78-2 C10H19O7PS M+H 315.06618 129.054621 C6H9O3 142.992628 C2H8O3PS 127.01542 C2H8O4P A [3],[6] 
160 Mancozeb metabolite (Ethylenethiourea) 13966-32-0 C3H6N2S  M+H 103.03244 77.0167955 CH5N2S     W 
[1],[2],
[3] 









































Metazachlor metabolite [methyl N-(2,6-
dimethylphenyl)-N-(1Hpyrazol-1-
ylmethyl)aminocarbonylmethylsulfoxide] 






















 C14H15N3O3 M+H 274.11861 256.108053 C14H14N3O2 230.128789 C13H16N3O   W 
[1],[2],
[3] 



























10605-21-7 C9H9N3O2 M+H 192.07675 160.05035 C8H6N3O     S [2],[4] 
175 
Metolachlor metabolite(Metolachlor 
ethane sulfonic acid ) 




















































C14H17NNa2O6S M+H 374.06447 356.053909 C14H16NNa2O5S 346.033174 
C12H14NNa2O
6S 




Metolachlor metabolite (Metolachlor 
mercapturate) 
159956-64-6 C20H30N2O5S M+H 411.19481 282.15088 C15H23O2NS     - [12] 









C4H5N3O2 M+H 128.04545 98.0348883 C3H4N3O 82.0399737 C3H4N3 112.050538 C4H6N3O S,An ,Pl [2],[3] 


























 C17H21NO2 M+H 272.16450 254.15394 
C17H20NO 
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192 
Organophosphate metabolite (Dimethyl 
thiophosphate) 
1112-38-5 C2H6O3PS M-H 140.97807 125.95462 CH4O3PS     - [12] 
193 
Organophosphate metabolite (Dimethyl 
dithiophosphate) 
756-80-9 
C2H5O2PS2 M-H 156.95523 141.93174 CH4O2PS2     - [12] 
194 
Organophosphate metabolite (Diethyl 
phosphate) 
598-02-7 
C4H11O4P M-H 153.03221 125.00102 C2H7O4P     - [12] 
195 
Organophosphate metabolite (Diethyl 
thiophosphate) 
298-06-6 
C4H11O3PS M-H 169.00937 140.97815 C2H7O3PS     - [12] 
196 
Organophosphate metabolite (Diethyl 
dithiophosphate) 
 
C4H11O2PS2 M-H 184.98653 156.95523 C2H7O2PS2     - [12] 
197 
Parathion, methyl parathion metabolite (4-
nitrophenol) 















Permethrin, cypermethrin, cyfluthrin 
metabolite [cis-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-
dimethylcyclopropane-1-carboxylic acid] 
55701-05-8 C8H10O2Cl2 M-H 206.9985 - -      [12] 
201 
Permethrin, cypermethrin, cyfluthrin 
metabolite [trans-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-
dimethylcyclopropane-1-carboxylic acid] 















































Propachlor metabolite (propachlor 
sulphonic acid)  




Propachlor metabolite (propachlor 
sulphinylacetic acid)  




Propachlor metabolite (propachlor 
oxanilic acid) 




Propachlor metabolite (propachlor 
alcohol) 
42404-06-8 C11H15NO2 M+H 194.11756 152.070605 C8H10NO2 163.06278 C9H9NO2 132.080776 C9H1ON W 
[1],[2],
[3] 
213 Propaquizafop metabolite (Quizalofop) 76578-12-6 C17H13ClN2O4 M+H 345.06366 327.053096 C17H12ClN2O3 309.086983 C17H13N2O4 165.054621 C9H9O3 W [4] 


















































C13H9Cl2F3N2O4 M+H 384.99642 366.985858 C13H8Cl2F3N2O3 349.019746 
C13H9ClF3N2O
4 











Pyrethroid metabolite (3-Phenoxybenzoic 
acid) 3739-38-6 C13H10O3 M-H 213.05571 169.06572 C12H10O 





























Pyrimiphos methyl metabolite [Phosphoric 
acid, 2-(diethylamino)-5-methyl-4-
pyrimidinyl dimethyl ester] 




42487-72-9 C9H15N3O M+H 182.12879 166.097488 C8H12N3O 154.09748 C7H12ON3 150.102574 C8H12N3 A [3],[7] 
228 
Pyrimiphos methyl metabolite (4-[4-
(Diethoxyphosphino)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl]butanoic acid) 
 C10H18N3O4P M+H 276.11077 244.084554 C9H15N3O3P 228.053254 C8H11N3O3P 215.045429 C7H10N3O3P A [3],[7] 










































C11H6ClNO4 M+H 252.00581 233.995247 C11H5ClNO3 216.029134 C11H6NO4 154.989434 C7H4ClO2 W 
[1],[2],
[3] 

















53250-83-2 C8H7ClO4S M+H 234.98263 199.005955 C8H7O4S 188.977154 C7H6ClO2S 171.011041 C7H7O3S W 
[1],[2],
[3] 































































Thiacloprid metabolite (Thiacloprid 
sulfonic acid) 






C10H11ClN4OS M+H 271.04149 235.064808 C10H11N4OS 167.037053 C8H8ClN2 158.038259 C5H8N3OS S [2],[3] 
250 Thiamethoxam metabolite (Clothianidim) 
210880-92-
5 
C6H8ClN5O2S M+H 250.01600 131.96660 C4H3NClS 
217.989784
7 
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4315-09-7 C2H8N2O2S M+H 125.03792 108.011375 C2H6NO2S 93.9957256 CH4NO2S   W 
[1],[2],
[3] 








 C2HCl2O4P M+H 190.90623       S [2],[3] 


























 C11H11Cl2NO2 M+H 260.02396 230.013395 C10H10Cl2NO 224.047283 C11H11ClNO2 154.005418 C7H5ClNO W 
[1],[2],
[3] 
(*) Matrix where the metabolite was found in the literature 
A= Air; W=Water; S=Soil; Pl=Plants; An=Animals; Hu=Humans; GW=Groundwater 
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Figura SI-1. Capítulo 1. A) Accurate mass extracted ion chromatograms (XIC) of the molecular ion [M-H] and a characteristic fragment for 2,4-D in a standard; B) Accurate mass extracted ion 







Figura SI-2. Capítulo 1. A) Accurate mass extracted ion chromatograms (XIC) of the molecular ion and a characteristic fragment for propachlor oxanilic 
acid in a standard; B) Accurate mass extracted ion chromatograms (XIC) of the molecular ion and a characteristic fragment for propachlor oxanilic acid in a 







Figura SI-3. Capítulo 1. Accurate mass extracted ion chromatograms of the molecular ion and a characteristic fragment of 4,6-Dimethoxy-2-








Figura SI-4. Capítulo 1. Accurate mass extracted ion chromatograms of the molecular ion and a characteristic fragment of diethyl malate: a) 






Figura SI-5. Capítulo 1. Accurate mass extracted ion chromatograms of the molecular ion and a characteristic fragment of diethylmaleate: a) 








Figura SI-6. Capítulo 1. Accurate mass extracted ion chromatograms of the molecular ion and a characteristic fragment of 3-ketocarbofuran: a) 





ANEXO CAPÍTULO 2 
Información suplementaria de ‘Optimization of Resolving Power, fragmentation and 
mass calibration in an Orbitrap Spectrometer for analysis of 24 pesticide metabolites in 
urine’ 
 
Tabla de información suplementaria 
Tipo Título Página 
Tabla SI-1 Scheme of the Resolving power optimization study 289 
Figura SI-1 Number of ions with high ([100-80]%) and low (<80%) peak areas at 
R=10,000, R=25,000 and R=50,000 (FWHM), for total, diagnostic 




Tabla SI-1. Capítulo 2. Scheme of the Resolving power optimization study 
Ionization mode ESI NEG ESI POS 
Resolving power (FWHM) 10,000 25,000 50,000 10,000 25,000 50,000 
Nº aliquotes (spiked urine) 
injecteda 
6 6 6 6 6 6 
Nº acquisitions non-applying 
fragmentationa (diagnostic 
ions) 
6 6 6 6 6 6 
Nº acquisitions applying 
fragmentation (HCD 20 eV)a 
(fragment ions) 
6 6 6 6 6 6 










Figura SI-1. Capítulo 2. Number of ions with high ([100-80]%) and low (<80%) peak areas 
at R=10,000, R=25,000 and R=50,000 (FWHM), for total, diagnostic and fragment ions. 
The percentage (%) is calculated dividing the area of an ion by the highest area obtained for 







ANEXO CAPÍTULO 3 
 
Información suplementaria de ‘Determination of four parabens and bisphenols A, F and S in human breast milk using QuEChERS and 
liquid chromatography coupled to mass spectrometry’ 
Tabla de información suplementaria 
Tipo Título Página 
SI-1 Ion source settings optimization 
292 
Tabla SI-1 Comparison of the quantitative ions peak areas using APCI and ESI for the analysis of a standard mix solution (100 
ng/mL) (BPF and BPS not included in the optimization) 
293 
Tabla SI-2 Experimental conditions of Placket-Burman design used for optimization of detector settings for parabens and BPA (BPF 
and BPS not included in the optimization) 
294 
Tabla SI-3 
Plackett- Burman screening. Estimated effects (α=0.05) and p-values (within parenthesis) for the compounds for the five 
selected parameters. (BPF and BPS not included in the optimization) 295 
Tabla SI-4 Experimental conditions of the CCD design used for optimization of detector settings for parabens and BPA (BPF and 
BPS not included in the optimization) 
296 
Figura SI-1 BPA SRM chromatograms in: A) Milk blank spiked at the LoQ; B) Milk blank; C) Reagent blank; and D) mobile phase 














SI-1. Capítulo 3.  Ion source settings optimization 
 
SI-1.1. Capítulo 3. Screening design 
 
Considering the literature and previous studies carried out in our laboratory, five factors (k=5) were selected as potentially affecting de APCI efficiency: SG, 
AG, CT, VT and DC.  
 
A Plackett-Burman design (B-M) was chosen as a screening method to estimate the relative influence of the five factors on the analytical response. With this 
screening design the main effects were calculated with a reduced number of experiments (12 runs, 1 block), and the experiment run order was randomized to 
provide protection against the effect of hidden variables. The ranges investigated in this screening were: SG (25 – 60 psi), AG (0 – 5 a.u.), CT (150 – 300ºC), 
VT (250 – 500ºC) and DC (3 – 5 μA). 
 
The values corresponding to every factor in each experiment are shown in Tabla SI-2. Capítulo 3. The estimated effect of the five factors over the analyte 
responses and their statistical significance at 95% confidence level are shown in Tabla SI-3. Capítulo 3. As can be seen, AG and VT presented the lowest p-
values on the analytical response and the highest effects for most of the compounds studied, especially BPA, which showed the lowest peak areas and focused 
the ion source setting optimization efforts. In consequence, these factors were selected for further optimization despite VT not presenting a p-value < 0.05 for 
any compound. For the next stage in the optimization process, SG, CT and DC were fixed at 43 psi (medium value since it presented a low effect for BPA), 
250ºC (high value since it presented a high positive effect for BPA) and 4 μA (medium value since it presented a low effect for BPA), respectively. 
 
SI-1.2. Capítulo 3. Central composite design 
 
In order to obtain a more accurate optimization of AG and VT, a central composite design (CCD) was chosen. This type of experimental design allows to build 
a response surface and to select the factor settings or operating conditions that maximize the analyte responses. The CCD model selected included 8 cube points, 
8 axial points and 10 central points in cube, with an Alpha value of 1.41421, involving 26 chromatographic injections (13 runs in duplicate). The values 
corresponding to every factor in each experiment are shown in Tabla SI-4. Capítulo 4. 
 
The responses were fitted by a multiple regression equation, including second order and interaction terms. Three-dimensional response surfaces displayed the 






The following step was to select the factor settings that simultaneously optimize the responses of the five compounds. This was done by using the ‘response 
optimizer’ from the response-surface design in the MINITAB program. As there were multiple responses (one for each analyte), and as the response surfaces 
were different for each compound, it was necessary to find a factor setting that simultaneously maximized the desirability for each response. It must be noticed 
that the desirability is 0.0 for the lowest values obtained in the CCD; and it increases as response values increase; being 1.0 for the highest response obtained in 
the experiments. For this reason, we maximized a composite desirability that combined the individual desirability of all the response variables into a single 
measure taking into account that all the response variables had the same importance. The optimized responses had a global desirability of 0.66 and the factor 
settings established were: SG, 43 psi; AG, 4 a.u.; CT, 250ºC; VT, 400ºC; and DC, 4 μA. Figura 21 shows, as an example, some response surfaces obtained by 
using the aforementioned model for BPA, EP and PP. 
 
 
Tabla SI-1. Capítulo 3. Comparison of the quantitative ions peak areas using APCI and ESI for the analysis of a standard mix solution (100 ng/mL). (BPF and 
BPS not included in the optimization) 
Analytes Peak area arithmetic mean ± standard deviation (n = 3) 
APCI (-) ESI (-) 
MP 2353001 ± 120451 644310 ± 109096 
EP 2009881 ± 113363 290360 ± 49921 
PP 3078318 ± 123962 450723 ± 82121 
BP 2603080 ± 87183 611216 ± 115315 













Tabla SI-2. Capítulo 3. Experimental conditions of Placket-Burman design used for optimization of detector settings for parabens and BPA (BPF and BPS 












1 60 0 300 250 3 
2 25 0 150 500 5 
3 60 5 300 250 5 
4 43 3 225 375 4 
5 43 3 225 375 4 
6 60 0 150 250 5 
7 60 5 150 500 3 
8 60 0 300 500 3 
9 25 0 300 500 5 
10 25 0 150 250 3 
11 25 5 150 250 3 
12 43 3 225 375 4 
13 25 5 300 500 3 
14 60 5 150 500 5 










Tabla SI-3. Capítulo 3. Plackett- Burman screening. Estimated effects (α=0.05) and p-values (within parenthesis) for the compounds for the five selected 
parameters. (BPF and BPS not included in the optimization) 




MP -123031 (0.531) 988630 (0.001)a 197485 (0.324) -128876 (0.512) 295142 (0.155) 
EP 436775 (0.148) 823659 (0.017)a 263120 (0.363) -124820 (0.659) -192425 (0.501) 
PP -180440 (0.611) 616307 (0.109) -24394 (0.945) -30714 (0.931) -8758 (0.980) 
BP -348679 (0.272) 382813 (0.232) 85430 (0.780) -37497 (0.902) -71016 (0.816) 
BPA 17734 (0.883) 247627 (0.067) 147820 (0.242) 180125 (0.162) -41803 (0.730) 















Tabla SI-4. Capítulo 3. Experimental conditions of the CCD design used for optimization of detector settings for parabens and BPA (BPF and BPS not included in the 
optimization) 
Run Auxilliary Gas (a.u.) Vaporization Temperature (ºC) 
1 1 287 
2 3 500 
3 3 375 
4 4 287 
5 0 375 
6 3 375 
7 3 500 
8 4 287 
9 1 463 
10 3 375 
11 3 375 
12 0 375 
13 3 375 
14 1 287 
15 4 463 
16 5 375 
17 1 463 
18 5 375 
19 3 375 
20 3 375 
21 3 375 
22 3 375 
23 3 250 
24 3 250 
25 3 375 















ANEXO CAPÍTULO 4 
 
 
Información suplementaria de ‘Biomonitoring of bisphenols A, F, S in human milk and probabilistic risk assessment for breastfed infants’ 
 
 
Tabla de información suplementaria 
Tipo Título Página 
Tabla SI-1 
Food consumption by groups in the population (grams/month), index MED-DQI and recent packaged products 
consumption 
301 
Tabla SI-2 Frequency of use of cosmetic products 302 
Tabla SI-3 Mediterranean Diet Quality Index (Med-DQI) calculation 304 
Tabla SI-4 Chromatographic conditions 304 
Tabla SI-5 Ion source settings 304 
Tabla SI-6 
Elemental composition of BPA, BPF, BPS and the ILIS, selected transitions, collision energy (CE) and tube lens offset voltage 
employed for each parent ion-product ions transitions 
305 
Tabla SI-7      Method validation parameters 305 
Tabla SI-8 Levels of macronutrients in milk of mothers in the Valencian Region 306 
Tabla SI-9 Levels of unconjugated-BPA in human milk in weeks 2, 5 and 8 after birth (n=49) 306 
Tabla SI-10 Relationship between total-BPA levels in human milk and the characteristics and habits of the study population 307 






Tabla de contenidos (Continuación) 
Tipo Título Página 
Tabla SI-12 Relationship between total-BPA concentration in human milk with levels of macronutrients 311 
Tabla SI-13 Relationship between u-BPA levels in human milk and the characteristics and habits of the study population 312 
Tabla SI-14 Relationship between u-BPA levels in human milk with food consumption and cosmetic use  of the study population 314 
Tabla SI-15 Relationship between u-BPA concentration in human milk with levels of macronutrients 316 
Tabla SI-16 Results of the multiple linear regression model for u-BPA levels in human milk 317 
Tabla SI-17 Ratios [unconjugated-BPA]/[total-BPA] in different studies 317 
Figura SI-1 BPA SRM chromatograms in the migration study: A)simulant spiked at LoQ;  B) and C) breast pumps 318 
Figura SI-2 
BPA SRM chromatograms in: A) Milk blank spiked at the LoQ; B) Milk blank; C) Reagent blank; and D) Mobile phase 
(methanol:water (20:80, v/v)) 
319 
Figura SI-3 









Tabla SI-1. Capítulo 4. Food consumption by groups in the population (grams/month), index MED-DQI and recent packaged products consumption 
Food consumption by groups (g/month) Median (minimum - maximum) 
Eggs 700 (30 - 1800) 
Dairy products 13000 (1400- 40000) 
Meat products 6000 (700- 14000) 
Fishing products 4000 (1000 - 16000) 
Vegetables 13000 (1000 - 40000) 
Fruits 16000 (4000 - 80000) 
Legumes and cereals 5000 (2000 - 30000) 
Oils and fats 800 (150 - 1500) 
Pastries 1000 (170 - 7000) 
Miscellany 1400 (300 - 30000) 
Drinksa 40000 (1700 - 80000) 
Index MED-DQIb 5 (0 - 8) 
Good 56 (46.7)c 
Medium-good 63 (52.5)c 
Half-poor 1 (0.8)c 
Packaged products nº rations (72h) 14 (1 - 39) 
 aValues expressed as mL/month 
 bValues expressed in arbitray units (a.u.) 






Tabla SI-2. Capítulo 4. Frequency of use of cosmetics products. 
Cosmetics products n (%) 
Skin care  
Frequency  
Never or before pregnancy   25 (21.4) 
Daily 68 (58.1) 
Several times a week 20 (17.1) 






Never or before pregnancy   55 (47.8) 
Daily 34 (29.6) 







Never or before pregnancy   9 (8.1) 
Daily 96 (86.5) 




Sun screen  
Frequency  
Never or before pregnancy   74 (64.9) 
Daily 17 (14.9) 
Several times a week 10 (8.8) 






Hair colour  
Times/year 2 (0 - 26)a 
Last application  
≤1 week 9 (7.8) 
< 1 month 10 (8.6) 
≥ 1 month, < 3 months 34 (29.3) 
≥ 3 months 12 (10.3) 
Never or before pregnancy 





Never or before pregnancy   87 (73.1) 
Daily 11 (9.2) 











Tabla SI-2. Capítulo 4. (Continuación) 
Cosmetics products n (%) 
Makeup  
Frecuency  
Never or before pregnancy   65 (55.6) 
Daily 16 (13.7) 










Tabla SI-3. Capítulo 4. Mediterranean Diet Quality Index (Med-DQI) calculation 
Score SFA(Saturate

















0 <10 <300 <25 >15 >60 >300 >700 
1 10 - 13 300 - 400 25 - 125 5 - 15 30 - 60 100 - 300 400 - 700 
2 >13 >400 >125 >5 >30 >100 >400 
 
 
Tabla SI-4. Capítulo 4. Chromatographic conditions 
Time (min) Mobile phase A (water) (%) Mobile phase B (methanol) (%) 
0 98 2 
6 0 100 
7 0 100 
7.5 98 2 
12 98 2 
Injection volume: 20 μL 
Flow rate: 300 μL/min 
 




















Tabla SI-6. Capítulo 4. Elemental composition of BPA, BPF, BPS and the ILIS, selected transitions, collision energy (CE) and tube lens offset voltage 





CE (eV) Tube lens offset 
voltage (V) 
BPA C15H16O2 227.1  133.0
a -25 -78 
227.1  211.9b -31 -78 
BPF C13H12O2 199.1  105.0
a -23 -90 
  199.1  93.1b -23 -90 
BPS C12H10O4S 249.1  108.0
a -20 -90 
  249.1  156.0b -20 -90 
BPA-d14
c C15H2D14O2 241.2  141.9
a -31 -78 
BPF-d10
c C13H2D10O2 209.0  97.0
a -23 -90 
BPS-d8
c C12H2D8O4S 257.0  112.0
a -20 -90 
        aSRM transition used for quantification 
        bSRM transition used for confirmation 
        cILIS 
 
 
Tabla SI-7. Capítulo 4. Method validation parameters 




















u-BPA a 0.996 – 0.999 0.10 0.10 – 50 105 96 86 19 16 14 
BPA total a 0.992 – 0.999 0.10 0.10– 50 100 101 97 12 7 13 
BPF total b 0.993 – 0.998 0.13 0.13– 50 115 98 90 6 10 11 
BPS total c 0.991 – 0.999 0.25 0.25 – 50  108 97 99 12 8 11 
        LDR: Linear Dynamic Range;  
             a Low: Concentration 0.10 ng/mL; Medium: Concentration 5.0 ng/mL; High: Concentration 50 ng/mL 
             b Low: Concentration 0.12 ng/mL; Medium: Concentration 5.0 ng/mL; High: Concentration 50 ng/mL 







Tabla SI-8. Capítulo 4. Levels of macronutrients in milk of mothers in the Valencian Region. 
Macronutrients  Median (minimum - maximum) 
Fat (g/100 ml) 3.16 (0.82 - 6.85) 
Crude Protein (g/100 ml) 1.49 (0.75 - 2.19) 
Real protein (g/100 ml) 1.18 (0.61 - 1.77) 
Carbohydrate (g/100 ml) 7.21 (3.85 - 7.58) 
TS (g/100 ml) 12.10 (7.82 - 15.49) 
Energy (kcal/100 ml) 64.72 (42.32 - 97.84) 
TS (Total Solids) 
 
 
Tabla SI-9. Capítulo 4. Levels of unconjugated-BPA in human milk in weeks 2, 5 and 8 after birth (n=49) 
unconjugated-BPA concentration (ng/mL) 
Weeks after birth 2 5 8 
Minimum <LoQ <LoQ <LoQ 
25th percentile <LoQ <LoQ <LoQ 
Median 0.10 0.13 0.11 
Geometric mean 0.12 0.17 0.14 
Arithmetic mean 0.68 0.64 1.3 
75th percentile 0.15 0.30 0.19 
95th percentile 2.8 4.8 8.8 
Maximum 22 11 40 








Tabla SI-10. Capítulo 4. Relationship between total-BPA levels in human milk and the characteristics and habits of the study population using simple robust 
regression 
Variable Total-BPA levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple robust regression) 
CI 95% p-value 
Mother     
Nº children     
1 0.24 (0.01 – 22) - - - 
2 0.25 (0.01 – 42) -0.003 (-0.516 - 0.510) 0.992 
3 or more 0.50 (0.07 – 1.4) 0.682 (-0.220 - 1.584) 0.142 
Age (years) - 0.043 (-0.010 - 0.096) 0.118 
Weight before pregnancy (kg) - 0.003 (-0.021 - 0.027) 0.797 
Height (cm) - -0.003 (-0.044 - 0.038) 0.892 
BMI before pregnancy (kg/m2) - 0.005 (-0.061 - 0.070) 0.884 
Special diet during pregnancy     
Yes 0.27 (0.05 – 28) - - - 
No 0.26 (0.01 – 42) 0.001 (-0.710 - 0.712) 0.998 
Country of birth     
Spain 0.28 (0.01 – 42) - - - 
Other 0.19 (0.05 – 28) -0.048 (-0.779 - 0.684) 0.899 
Place of residence last 10 years     
Urban 0.28 (0.01 – 28) - - - 
Rural 0.10 (0.03 – 42) -0.817 (-1.388 - -0.246) 0.006* 
Education level     
Only Primary School 0.18 (0.05 – 1.5) - - - 
Secondary School 0.16 (0.01 – 28) -0.261 (-1.142 - 0.621) 0.563 
University 0.28 (0.01 – 42) -0.009 (-0.772 - 0.755) 0.983 
Occupational status     
Employed 0.25 (0.01 – 42) - - - 





Tabla SI-10. Capítulo 4. (Continuación) 
Variable Total-BPA levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple robust regression) 
CI 95% p-value 
Period working outside the home 
(years) 
- 0.020 (-0.027 - 0.067) 0.397 
Use of cosmetics at work     
Yes 0.22 (0.04 – 28) - - - 
No 0.28 (0.01 – 42) 0.433 (-0.374 - 1.241) 0.296 
Breastfed     
Yes 0.24 (0.01 – 42) - - - 
No 0.35 (0.05 – 22) 0.309 (-0.247 - 0.866) 0.278 
Physical exercise     
3 or more days/week 0.18 (0.05 – 1.6) - - - 
1 or 2 days/week 0.25 (0.01 – 42) -0.018 (-0.935 - 0.899) 0.970 
Occasionally 0.30 (0.01 – 28) 0.146 (-0.618 - 0.91) 0.709 
Never 0.20 (0.03 – 15) -0.264 (-1.072 - 0.543) 0.523 
Smoker     
Yes 0.29 (0.04 – 1.5) - - - 
Ex-smoker 0.25 (0.01 – 16) -0.108 (-1.061 - 0.846) 0.825 
Never 0.25 (0.03 – 42) -0.130 (-1.074 - 0.815) 0.788 
Child     
Gestational age (weeks) - -0.038 (-0.264 - 0.188) 0.741 
Gender     
Boy 0.29 (0.01 – 2.1) - - - 
Girl 0.25 (0.01 – 42) -0.096 (-0.599 - 0.406) 0.707 
Weight (g) - -4·10-4 (-0.001 – 9·10-5) 0.115 
Height (cm) - -0.084 (-0.240 - 0.072) 0.295 






Tabla SI-11. Capítulo 4. Relationship between total-BPA levels in human milk with food consumption and cosmetic use of the study population using simple 
robust regression 
Variable Total-BPA levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple robust regression) 
CI 95% p-value 
Food consumption     
Frequency (g/month)     
Eggs - 5·10-4 (-3·10-4 - 0.001) 0.224 
Dairy products - 4.93 · 10-6 (-2.88·10-5 – 3.86·10-5) 0.775 
Meat products - 9.70·10-5 (-1.88·10-5 – 2.13·10-4) 0.104 
Fishery products - 3.22 · 10-5 (-6.02·10-5 – 1.24·10-4) 0.496 
Vegetables - 1.30·10-6 (-3.31·10-5 – 3.57·10-5) 0.941 
Fruits - 2.96·10-6 (-1.81·10-5 – 2.39·10-5) 0.783 
Legumes and cereals - -8.59·10-5 (-1.7·10-4 – 1.25·10-6) 0.056 
Oils and fats - 3.73·10-5 (-0.001 - 0.001) 0.925 
Pastries - 8.72·10-5 (-1·10-4 – 2.8·10-4) 0.378 
Miscellany - -2.26·10-5 (-1.5·10-4 – 1·10-4) 0.728 
Drinks (mL/month) - 2.43·10-6 (-2.13·10-5 – 2.62·10-5) 0.842 
Index-MED-DQI - -0.071 (-0.233 - 0.092) 0.397 
Good 0.28 (0.03 – 42) - - - 
Medium-good 0.25 (0.01 – 28) -0.072 (-0.562 - 0.418) 0.774 
Half-poor 1.1 (1.1 – 1.1) 1.519 (-0.933 - 3.97) 0.228 
Packaged products nº rations /72h - 0.005 (-0.028 - 0.038) 0.762 
Personal care products     
Skin care     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.10 (0.04 – 15) - - - 
Daily 0.34 (0.01 – 42) 0.788 (0.254 - 1.322) 0.005* 
Several times a week 0.29 (0.05 – 5.92) 0.734 (0.027 - 1.441) 0.045* 







Tabla SI-11. Capítulo 4. (Continuación). 
Variable Total-BPA levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple robust regression) 
CI 95% p-value 
Parfums     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.19 (0.01 – 22) - - - 
Daily 0.33 (0.04 – 42) 0.374 (-0.208 - 0.957) 0.211 
Several times a week 0.28 (0.01 – 1.6) 0.377 (-0.278 - 1.033) 0.262 
Monthly 0.25 (0.10 – 0.43) 0.138 (-1.298 - 1.574) 0.851 
Deodorants     
Frequency 
 
   
Never or before pregnancy 0.16 (0.03 – 1.1) - - - 
Daily 0.29 (0.01 – 42) 0.329 (-0.591 - 1.25) 0.485 
Several times a week  0.17 (0.01 – 0.34) -0.599 (-2.17 - 0.973) 0.457 
Sunscreen     
Frequency 
 
   
Never or before pregnancy   0.25 (0.04 – 28) - - - 
Daily 0.33 (0.03 – 22) 0.238 (-0.486 - 0.963) 0.521 
Several times a week 0.42 (0.10 – 42) 0.453 (-0.420 - 1.327) 0.312 
Monthly 0.12 (0.09 – 0.14) -0.747 (-2.504 - 1.010) 0.407 
Occasionally 0.25 ( 0.01 – 15) 0.050 (-0.823 - 0.923) 0.910 
Hair colour     
Times/year - 0.004 (-0.052 - 0.059) 0.897 
Last application     
≤ 1 week 0.42 (0.01– 22) - - - 
< 1 month 0.17 (0.04 – 2.09) -0.722 (-1.876 - 0.431) 0.223 
≥ 1 month, < 3 months 0.21 (0.03 – 16) -0.781 (-1.741 - 0.178) 0.114 
≥ 3 months 0.31 (0.03 – 1.6) -0.559 (-1.643 - 0.524) 0.314 
Never or before pregnancy 
 
0.27 (0.04 – 28) 
 





Tabla SI-11. Capítulo 4. (Continuación). 
Variable Total-BPA levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple robust regression) 
CI 95% p-value 
Lipstick     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.25 (0.01 – 42) - - - 
Daily 0.14 (0.01 – 1.5) -0.232 (-1.036 - 0.572) 0.572 
Several times a week 0.50 (0.24 – 1.2) 0.744 (-0.269 - 1.756) 0.153 
Monthly 0.25 (0.04 – 16) -0.194 (-0.998 - 0.610) 0.637 
Makeup     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.23 (0.01 – 22) - - - 
Daily 0.34 (0.01 – 16) 0.168 (-0.575 - 0.912) 0.658 
Several times a week 0.56 (0.08 – 28) 0.788 (0.090 - 1.486) 0.029* 
Monthly 0.17 (0.03 – 42) -0.244 (-0.923 - 0.435) 0.483 
        *p-values <0.05 
 
 
Tabla SI-12. Capítulo 4. Relationship between total-BPA concentration in human milk with levels of macronutrients using simple robust regression 
Macronutrients Estimated parameters 
(Simple robust 
regression) 
CI 95% p-value 
Fat (g/100 mL) 0.112 (-0.106 - 0.330) 0.318 
Real Protein (g/100 mL) -0.051 (-1.198 - 1.096) 0.931 
Carbohydrate (g/100 mL) 0.518 (0.039 - 0.997) 0.037* 
TS (g/100 mL) 0.199 (0.006 - 0.392) 0.046* 
Energy (kcal/100 mL) 0.018 (-0.005 - 0.041) 0.131 
   *p-values <0.05 






Tabla SI-13. Capítulo 4. Relationship between u-BPA levels in human milk and the characteristics and habits of the study population using simple robust 
regression 
Characteristics 
u-BPA levels  
Median (minimum - maximum) 
Estimated parameters 
(Simple robust regression) 
CI (95 %) p-value 
Mother     
Number of children     
1 0.10 (0.02 - 22) - - - 
2 0.10 (0.01 - 41) -0.080 (-0.341 - 0.182) 0.552 
3 or more 0.14 (0.02 - 0.87) 0.427 (-0.012 - 0.867) 0.059 
Age (years) - 0.010 (-0.015 - 0.036) 0.430 
Weight before pregnancy (kg) - 0.001 (-0.010 - 0.013) 0.844 
Height (cm) - 0.011 (-0.008 - 0.030) 0.259 
BMI before pregnancy (kg/m2) - -0.008 (-0.038 - 0.022) 0.600 
Special diet during pregnancy     
Yes 0.10 (0.06 - 15) - - - 
No 0.10 (0.01 - 41) -0.028 (-0.343 - 0.287) 0.862 
Country of birth     
Spain 0.10 (0.01 - 41) - - - 
Other 0.12 (0.03 - 15) 0.165 (-0.182 - 0.512) 0.354 
Place of residence last 10 years     
Urban 0.12 (0.02 - 22) - - - 
Rural 0.10 (0.02 - 41) -0.308 (-0.570 - -0.046) 0.023* 
Education level     
Only primary school 0.10 (0.02 - 0.87) - - - 
Secondary school 0.10 (0.02 - 15) -0.185 (-0.612 - 0.242) 0.398 
University 0.11 (0.01 - 41) 0.083 (-0.282 - 0.448) 0.657 
Occupational status     
Employed 0.10 (0.01 - 41) - - - 
Unemployed 0.10 (0.02 - 0.87) 0.033 (-0.292 - 0.359) 0.842 






Tabla SI-13. Capítulo 4. (Continuación) 
Characteristics 
u-BPA levels  
Median (minimum - maximum) 
Estimated parameters 
(Simple robust regression) 
CI (95 %) p-value 
Use of cosmetics at work     
Yes 0.09 (0.02 - 15) - - - 
No 0.10 (0.01 - 41) 0.564 (0.164 - 0.964) 0.007* 
Breastfed     
Yes 0.10 (0.01 - 41) - - - 
No 0.12 (0.02 - 22) 0.073 (-0.180 - 0.325) 0.575 
Physical exercise     
3 or more days/week 0.11 (0.03 - 0.47) - - - 
1 or 2 days/week 0.14 (0.05 - 41) 0.089 (-0.345 - 0.522) 0.689 
Occasionally 0.10 (0.02 - 22) 0.026 (-0.336 - 0.387) 0.889 
Never 0.10 (0.01 - 14) -0.142 (-0.529 - 0.246) 0.475 
Smoker     
Yes 0.10 (0.02 - 0.22) - - - 
Ex-smoker 0.10 (0.01 - 14) 0.008 (-0.457 - 0.474) 0.972 
Never 0.11 (0.02 - 41) 0.043 (-0.415 - 0.500) 0.855 
Child     
Gestational age (weeks) - 0.026 (-0.076 - 0.128) 0.621 
Gender     
Boy 0.10 (0.01 - 0.47) - - - 
Girl 0.10 (0.02 - 41) -0.094 (-0.325 - 0.138) 0.430 
Weight (g) - -2.04 · 10-5 (-2.69·10-4 – 2.28·10-4) 0.873 
Height (cm) - -0.040 (-0.105 - 0.024) 0.224 











Tabla SI-14. Capítulo 4. Relationship between u-BPA levels in human milk and food consumption and cosmetic use of the study population using simple 
robust regression 
Variable 
u-BPA levels  
Median (minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple robust regression) 
CI (95%) p-value 
Food consumption     
Frequency (g/month)     
Eggs - 4.07·10-4 (3.80·10-5 - 0.001) 0.033* 
Dairy products - 4 · 10-6 (-1.20·10-5 – 2·10-5) 0.620 
Meat products - 2.6 · 10-5 (-3.1·10-5 – 8.3 · 10-5) 0.372 
Fishery products - 2.1·10-5 (-2.2·10-5 – 6.5·10-5) 0.342 
Vegetables - 7·10-6 (-9·10-6 – 2.3·10-5) 0.405 
Fruits - 1.1·10-5 (1·10-6 – 2.1·10-5) 0.037* 
Legumes and cereals - -1.8·10-5 (-5.9·10-5 – 2.4·10-5) 0.401 
Oils and fats - 3.3 ·10-4 (-3.7·10-5 - 0.001) 0.080 
Pastries - 1.9·10-5 (-7.3·10-5 – 1.1·10-4) 0.692 
Miscellany - 9·10-6 (-2.6·10-5 – 4.3·10-5) 0.618 
Drinks (mL/month) - 6··10-6 (-4·10-6 – 1.6·10-5) 0.246 
Index MED-DQI - -0.084 (-0.165 - -0.003) 0.044* 
Good 0.10 (0.01 - 41) - - - 
Medium-good 0.10 (0.02 – 15) -0.082 (-0.310 - 0.145) 0.479 
Half-poor 0.87 (0.87 – 0.87) 1.974 (0.753 - 3.196) 0.002* 
Packaged products nº rations / 72h - 0.001 (-0.014 - 0.016) 0.902 
Personal care products     
Skin care     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.10 (0.01 - 14) - - - 
Daily 0.10 (0.02 - 41) 0.214 (-0.100 - 0.529) 0.185 
Several times a week 0.13 (0.03 - 4.8) 0.406 (0 - 0.812) 0.053 







Tabla SI-14. Capítulo 4. (Continuación). 
Variable 
u-BPA levels  
Median (minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple robust regression) 
CI (95%) p-value 
Parfums     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.10 (0.02 - 22) - - - 
Daily 0.10 (0.02 - 41) -0.120 (-0.400 - 0.159) 0.401 
Several times a week 0.10 (0.01 - 1.9) -0.004 (-0.326 - 0.318) 0.980 
Monthly 0.10 (0.08 - 0.12) -0.201 (-0.849 - 0.447) 0.544 
Deodorants     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.10 (0.07 - 0.57) - - - 
Daily 0.10 (0.01 - 41) 0.142 (-0.259 - 0.543) 0.489 
Monthly 0.10 (0.02 - 0.15) 0.120 (-0.520 - 0.760) 0.713 
Sun screen     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.12 (0.01 - 15) - - - 
Daily 0.10 (0.02 - 22) -0.333 (-0.692 - 0.026) 0.072 
Several times a week 0.10 (0.04 - 41) -0.245 (-0.704 - 0.214) 0.299 
Monthly 0.09 (0.08 - 0.13) -0.288 (-1.054 - 0.477) 0.462 
Occasionally 0.17 (0.10 - 14) 0.110 (-0.350 - 0.569) 0.641 
Hair colour     
Times/year - -0.008 (-0.033 - 0.016) 0.521 
Last application     
≤1 week 0.19 (0.10 - 22) - - - 
< 1 month 0.10 (0.04 - 0.10) -0.757 (-1.319 - -0.195) 0.010* 
≥ 1 month, < 3 months 0.10 (0.02 - 11) -0.370 (-0.820 - 0.079) 0.109 
≥ 3 months 0.10 (0.01 - 0.87) -0.400 (-0.926 - 0.126) 0.139 







Tabla SI-14. Capítulo 4. (Continuación). 
Variable 
u-BPA levels  
Median (minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple robust regression) 
CI (95%) p-value 
Lipstick     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.10 (0.01 - 41) - - - 
Daily 0.11 (0.03 - 0.38) 0.227 (-0.202 - 0.655) 0.302 
Several times a week 0.20 (0.10 - 1.94) 0.384 (-0.09 - 0.858) 0.115 
Monthly 0.10 (0.04 - 11) -0.039 (-0.450 - 0.372) 0.853 
Makeup     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.10 (0.01 - 22) - - - 
Daily 0.11 (0.03 - 11) 0.023 (-0.356 - 0.403) 0.904 
Several times a week 0.13 (0.04 - 15) 0.105 (-0.255 - 0.465) 0.568 
Monthly 0.10 (0.04 - 41) -0.051 (-0.395 - 0.292) 0.771 
 
 
Tabla SI-15. Capítulo 4. Relationship between u-BPA concentration in human milk and levels of macronutrients using simple robust regression 
Macronutrients  Estimated parameters 
(Simple robust regression) 
CI (95%) p-value 
Fat (g/100 ml) 0.100 (-0.006 - 0.205) 0.066 
Real protein (g/100 ml) -0.199 (-0.716 - 0.318) 0.452 
Carbohydrate (g/100 ml) 0.105 (-0.149 - 0.358) 0.420 
TS (g/100 ml) 0.101 (0.002 - 0.201) 0.049* 
Energy (kcal/100 ml) 0.011 (0 - 0.023) 0.052 













Standard error P-value 
Intercept -1.948 (-2.393 - -1.503) 0.227 <0.001* 
Place of residence last 10 years: Rural -0.309 (-0.594 - -0.024) 0.146 0.037* 
Frequency (g/month): Fruits 1.05·10-5 (1.50·10-6 – 1.94·10-5) 4.6·10-6 0.025* 
Hair colour last application: < 1 month -0.665 (-1.23 - -0.101) 0.288 0.023* 
Hair colour last application: ≥ 1 month, < 3 months -0.35 (-0.806 - 0.105) 0.232 0.135 
Hair colour last application: ≥ 3 months -0.325 (-0.891 - 0.242) 0.289 0.265 
Hair colour last application: Never or before pregnancy   -0.263 (-0.707 - 0.18) 0.226 0.247 
 
 
Tabla SI-17. Capítulo 4. Ratios [unconjugated-BPA]/[total-BPA] in different studies 
Study GM Median Range 
Present 0.54 0.58 0.16 – 1.00 
Cao et al., 2015 0.57 0.70 0.08 – 1.00 
Ye et al., 2008 0.71* 0.76* 0.49 – 0.99* 
Mendonca et al., 2014 0.50**   
Yi et al., 2010  0.63***  
         *Derived from individual samples levels 
         **Derived from GM levels: (GM unconjugated-BPA) / (GM total-BPA) 
         ***Derived from median levels: (median unconjugated-BPA) / (median total-BPA) 
















Figura SI-2. Capítulo 4. BPA SRM chromatograms in: A) Milk blank spiked at the LoQ; B) Milk blank; C) Reagent blank; and D) mobile phase 
















ANEXO CAPÍTULO 5 
 
 
Información suplementaria de ‘Biomonitoring of parabens in human milk and estimated daily intake for breastfed infants’ 
 
 
Tabla de información suplementaria 
Tipo Título Página 
Tabla SI-1 Food consumption by groups in the population (grams/month), Index MED-DQI  322 
Tabla SI-2 Frequency of use of cosmetic products 323 
Tabla SI-3 Chromatographic settings 324 
Tabla SI-4 Ion source settings 324 
Tabla SI-5 Elemental composition, selected transitions, collision energy (CE) and tube lens offset voltage employed for each parent ion-
product ions transitions 
325 
Tabla SI-6 LC-MS/MS method validation parameters 326 
Tabla SI-7 Spearman's correlation coefficients between unconjugated parabens levels in human milk 326 
Tabla SI-8 Spearman's correlation coefficients between total parabens levels in human milk 326 
Tabla SI-9 Levels of macronutrients in human milk of mothers in the Valencian Region 327 
Tabla SI-10 Relationship between total-MP levels in human milk with the characteristics and habits of the study population using simple 
linear robust regression 
327 
Tabla SI-11 Relationship between total-EP levels in human milk with the characteristics and habits of the study population using simple linear 
robust regression 
332 
Tabla SI-12 Relationship between total-PP levels in human milk with the characteristics and habits of the study population using simple linear 
robust regression 
337 
Tabla SI-13 Relationship between total-BP levels in human milk with the characteristics and habits of the study population using simple linear 
robust regression 
342 
Tabla SI-14 Spearman correlation between determinant variables and parabens levels 2 weeks after pregnancy (p-value) 347 
Tabla SI-15 EDI using the deterministic approach 347 





Tabla SI-1. Capítulo 5. Food consumption by groups in the population (grams/month), Index MED-DQI and recent packaged products consumption. 
Food consumption by groups (g/month) Median (minimum - maximum) 
Eggs 720 (30 - 1800) 
Dairy products 13000 (14000- 43000) 
Meat products 5600 (740 - 14000) 
Fishing products 4200 (1000 - 16000) 
Vegetables 13000 (1200 - 3900) 
Fruits 16000 (3700 - 84000) 
Legumes and cereals 5000 (2000 - 27000) 
Oils and fats 800 (150 - 1500) 
Pastries 1300 (170 - 7300) 
Miscellany 1400 (340 - 30000) 
Drinksa 44000 (1700 - 77000) 
Index MED-DQIb 5 (0 - 8) 
Good 56 (46.7)c 
Medium (Half-good or Half-poor) 64 (53.3)c 
               aValues expressed as mL/month 
               bValues expressed in arbitray units (a.u.) 










Tabla SI-2. Capítulo 5. Frequency of use of cosmetics products. 
Cosmetic products n (%) 
Skin care  
Frequency  
Never or before pregnancy   25 (21.4) 
Daily 68 (58.1) 
Weekly or monthly 24 (20.5) 
Missing data 3 
Perfume  
Frequency  
Never or before pregnancy   55 (47.8) 
Daily 34 (29.6) 
Weekly or monthly 26 (22.6) 
Missing data 5 
Deodorants  
Frequency  
Never or before pregnancy   9 (8.1) 
Daily or almost daily 102 (91.9) 
Missing data 9 
Sunscreen  
Frequency  
Never or before pregnancy   74 (64.9) 
Daily 17 (14.9) 
Several times a week 10 (8.8) 
Monthly or ocasionally 13 (11.4) 
Missing data 6 
  
Hair colour  
Times/year 2 (0 - 26)a 
Last application  
≤1 week 9 (7.8) 
< 1 month 10 (8.6) 
≥ 1 month, < 3 months 34 (29.3) 
≥ 3 months 12 (10.3) 
Never or before pregnancy 51 (44.0) 








Tabla SI-2. Capítulo 5. (Continuación). 
Cosmetic products n (%) 
Lipstick  
Frequency  
Never or before pregnancy   87 (73.1) 
Daily 11 (9.2) 
Weekly or monthly 21 (17.6) 
Missing data 1 
Makeup  
Frequency  
Never or before pregnancy   65 (55.6) 
Daily 16 (13.7) 
Several times a week 16 (13.7) 
Monthly 20 (17.1) 
Missing data 3 
             aValues expressed as median (minimum - maximum) 
 
 
Tabla SI-3. Capítulo 5. Liquid chromatography settings 
Time (min) Mobile phase A: H2O 
(%) 





0 98 2 300 
6 0 10 300 
7 0 10 300 
7.5 98 2 300 
12 98 2 300 
  Injection volume: 20μL 
 
 
Tabla SI-4. Capítulo 5. Ion source settings 
Ion source settings 
Ionization mode APCI [M-H]- 
Seath gas pressure (psi) 43 
Auxiliary gas flow rate (a.u.) 4 
Capillary temperature (°C) 250 
Vaporization temperature (°C) 400 
Discharge current (μA) 4 



















C8H8O3 151.0  92.1a -22 -72 




C9H10O3 165.1  92.0a -27 -51 




C10H12O3 179.1  92.0a -22 -77 




C11H14O3 193.1  92.0a -28 -78 
193.1  136.1b -20 -78 
13C6-MPc 13C6C2H8O3 157.0  98.0a -22 -72 
EP-d5d C9H5D5O3 170.1  92.1a -27 -51 
13C6-BP c C5 13C6H14O3 199.1  98.0a -28 -78 
             aSRM transition used for quantification 
             bSRM transition used for confirmation 
             cInternal standard 



























(Recovery (%)  
Precision 













MP y=0.0663x + 0.0124 0.996 – 0.999 0.1 0.1 – 50 104 93 95 11 6 1 
EP y=0.284x + 0.0114 0.991 – 0.999 0.1 0.1 – 50  105 105 93 12 6 5 
PP y=0.156x + 0.0029 0.991 – 0.998 0.1 0.1 – 50 92 83 95 16 6 16 
BP y=0.074x + 0.0035 0.995 – 0.999 0.1 0.1 – 50 107 96 92 14 5 6 
LDR: Linear Dynamic Range;  
Low: Concentration 0.1 ng/mL; Medium: Concentration 5 ng/mL; High: Concentration 50 ng/mL 
a Example of one calibration equation; y (Area ratio); x (concentration (ng/mL)) 
 
Tabla SI-7. Capítulo 5. Spearman's correlation coefficients between unconjugated parabens levels in human milk (2 weeks after delivery) 
Paraben u-MP (ng/mL) u-EP (ng/mL) u-PP (ng/mL) u-BP (ng/mL) 
u-MP (ng/mL) - 0.404** 0.440** 0.295* 
u-EP (ng/mL) - - 0.347** 0.430** 
u-PP (ng/mL) - - - 0.289* 
u-BP (ng/mL) - - - - 
       *p-value < 0.005 
       **p-value < 0.001 
 
Tabla SI-8. Capítulo 5. Spearman's correlation coefficients between total parabens levels in human milk (2 weeks after delivery) 
 Paraben Total-MP (ng/mL) Total-EP (ng/mL) Total-PP (ng/mL) Total-BP (ng/mL) 
Total-MP (ng/mL) - 0.561** 0.514** 0.317** 
Total-EP (ng/mL) - - 0.348** 0.375** 
Total-PP (ng/mL) - - - 0.367** 
Total-BP (ng/mL) - - - - 
   *p-value < 0.005 






Tabla SI-9. Capítulo 5. Levels of macronutrients in human milk of mothers in the Valencian Region. 
Macronutrients  Median (minimum - maximum) 
Fat (g/100 ml) 3.2 (0.82 - 6.9) 
Protein (g/100 ml) 1.2 (0.61 – 1.8) 
Carbohydrate (g/100 ml) 7.2 (3.9 - 7.6) 
Total Solids (g/100 ml) 12 (7.8 - 15.5) 
Energy (kcal/100 ml) 65 (42 - 98) 
 
 
Tabla SI-10. Capítulo 5. Relationship between total-MP levels in human milk with the characteristics and habits of the study population using simple linear 
robust regression 





CI 95% p-value 
Mother     
Nº children     
1 0.10 (0.01 – 49) - - - 
2 0.27 (0.01 – 34) 0.152 (-0.679 – 0.983) 0.717 
3 or more 0.24 (0.10 – 1.4) -0.017 (-1.516 – 1.482) 0.982 
Age (years) - 0.004 (-0.083 – 0.090) 0.935 
Weight before pregnancy (kg) - -0.023 (-0.060 – 0.014) 0.221 
Height (cm) - 0.008 (-0.063 – 0.079) 0.825 







Tabla SI-10. Capítulo 5. (Continuación). 





CI 95% p-value 
Special diet during pregnancy     
Yes 0.10 (0.01 – 5.1) - - - 
No 0.24 (0.01 – 49) 0.905 (-0.274 – 2.084) 0.131 
Country of birth     
Spain 0.25 (0.01 – 49) - - - 
Other 0.11 (0.01 – 5.1) -0.650 (-1.755 – 0.454) 0.245 
Place of residence last 10 years     
Urban 0.13 (0.01 – 28) - - - 
Rural 0.14 (0.02 – 49) 0.653 (-0.338 – 1.644) 0.193 
Education level     
Only Primary School 0.15 (0.08 – 4.4) - - - 
Secondary School 0.10 (0.01 – 28) -0.058 (-1.491 – 1.375) 0.936 
University 0.25 (0.01 – 49) 0.391 (-0.871 – 1.653) 0.540 
Occupational status     
Employed 0.17 (0.01 – 49) - - - 
Unemployed 0.30 (0.10 – 16) 0.039 (-1.118 – 1.196) 0.946 
Period working outside the home 
(years) 
- -0.015 (-0.086 – 0.055) 0.664 
Use of cosmetics at work     
Yes 0.10 (0.08 – 28) - - - 
No 0.24 (0.01 – 49) 0.145 (-1.225 – 1.514) 0.834 
Breastfed     
Yes 0.24 (0.01 – 34) - - - 






Tabla SI-10. Capítulo 5. (Continuación). 





CI 95% p-value 
Physical exercise     
3 or more days/week 0.27 (0.01 – 12) - - - 
1 or 2 days/week 0.61 (0.02 – 49) 0.904 (-0.494 – 2.302) 0.202 
Occasionally 0.11 (0.04 – 34) -0.124 (-1.318 – 1.070) 0.837 
Never 0.10 (0.10 – 2.7) -0.325 (-1.586 – 0.937) 0.610 
Smoker     
Yes 0.10 (0.01 – 4.4) - - - 
Ex-smoker 0.36 (0.08 – 49) 0.966 (-0.538 – 2.470) 0.205 
Never 0.15 (0.01 – 34) 0.463 (-1.030 – 1.956) 0.539 
Child     
Gender     
Boy 0.44 (0.02 – 34) - - - 
Girl 0.14 (0.01 – 49) -0.040 (-0.848 – 0.768) 0.921 
Food consumption     
Frequency (g/month)     
Eggs - -0.001 (-0.002 - 4.53·10-5) 0.059 
Dairy products - 1.36·10-5 (-6.62·10-5 - 3.89·10-5) 0.607 
Meat products - -5.66·10-5 (-2.45·10-4 - 1.32·10-4) 0.551 
Fishery products - 2.01·10-5 (-1.39·10-4 - 1.80·10-4) 0.802 
Vegetables - 1.22·10-5 (-4.16·10-5 - 6.59·10-5) 0.654 
Fruits - -7.17·10-6 (-4.01·10-5 - 2.57·10-5) 0.666 
Legumes and cereals - 4.87·10-5 (-8.89·10-5 - 1.86·10-4) 0.484 
Oils and fats - -7.93·10-4 (-0.002 - 4.21·10-4) 0.197 
Pastries - 4.01·10-5 (-2.79·10-4 - 3.59·10-4) 0.803 
Miscellany - 3.36·10-5 (-1.78·10-4 - 2.45·10-4) 0.753 






Tabla SI-10. Capítulo 5. (Continuación). 





CI 95% p-value 
Index-MED-DQI     
Good 0.21 (0.02 – 49) - - - 
Medium 0.14 (0.01 – 34) -0.042 (-0.820 – 0.736) 0.915 
Packaged products nº rations /72h - 0.010 (-0.045 – 0.066) 0.710 
Personal care products     
Skin care     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.10 (0.01 – 12) - - - 
Daily 0.51 (0.04 – 49) 0.891 (-0.043 – 1.824) 0.061 
Weekly or monthly 0.10 (0.01 – 23) -0.324 (-1.477 – 0.829) 0.577 
Perfume     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.10 (0.01 – 12) - - - 
Daily 0.61 (0.10 – 49) 1.124 (0.193 – 2.055) 0.019* 
Weekly or monthly 0.16 (0.02 – 34) 0.293 (-0.652 – 1.237) 0.540 
Deodorants     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.44 (0.10 – 2.2) - - - 
Daily or almost daily 0.23 (0.01 – 49) 0.118 (-1.375 – 1.610) 0.876 
Sunscreen     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.12 (0.01 – 49) - - - 
Daily 0.60 (0.05 – 34) 0.714 (-0.512 – 1.940) 0.250 
Several times a week 0.55 (0.03 – 28) 0.742 (-0.663 – 2.148) 0.296 





Tabla SI-10. Capítulo 5. (Continuación). 
Variable Total-MP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Hair colour     
Times/year - 0.019 (-0.072 – 0.109) 0.682 
Last application     
≤ 1 week 0.45 (0.11 – 49) - - - 
< 1 month 0.38 (0.10 – 2.3) -0.612 (-2.512 – 1.298) 0.526 
≥ 1 month, < 3 months 0.25 (0.03 – 34) -0.384 (-1.977 – 1.208) 0.632 
≥ 3 months 0.10 (0.02 – 7.0) -1.332 (-3.150 – 0.486) 0.149 
Never or before pregnancy 0.12 (0.01 – 23) -1.002 (-2.516 – 0.512) 0.192 
Lipstick     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.17 (0.01 – 49) - - - 
Daily 0.34 (0.10 – 23) 0.191 (-1.072 – 1.454) 0.765 
Weekly or monthly 0.10 (0.01 – 28) -0.360 (-1.425 – 0.706) 0.504 
Makeup     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.12 (0.01 – 49) - - - 
Daily 0.19 (0.10 – 34) 0.516 (-0.630 – 1.662) 0.373 
Several times a week 0.44 (0.05 – 7.0) 0.284 (-0.863 – 1.430) 0.624 
Monthly 0.55 (0.10 – 28) 1.114 (-0.032 – 2.260) 0.057 
Macronutrients     
Fat (g/100 mL) - 0.211 (-0.125 – 0.548) 0.215 
Protein (g/100 mL) - 2.405 (0.636 – 4.174) 0.008* 
Carbohydrate (g/100 mL) - -0.348 (-1.092 – 0.395) 0.354 
TS (g/100 mL) - 0.200 (-0.110 – 0.510) 0.203 
Energy (kcal/100 mL) - 0.024 (-0.012 – 0.060) 0.187 
*p-values <0.05 





Tabla SI-11. Capítulo 5. Relationship between total-EP levels in human milk and the characteristics and habits of the study population using 
simple linear robust regression 
Variable Total-EP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Mother     
Nº children     
1 0.10 (0.01 – 9.0) - - - 
2 0.10 (0.01 – 1.5) -0.115 (-0.662 – 0.431) 0.677 
3 or more 0.24 (0.04 – 2.7) 0.658 (-0.262 – 1.579) 0.159 
Age (years) - -0.002 (-0.059 – 0.056) 0.949 
Weight before pregnancy (kg) - -0.010 (-0.035 – 0.015) 0.435 
Height (cm) - 0.007 (-0.035 – 0.049) 0.728 
BMI before pregnancy (kg/m2) - -0.033 (-0.100 – 0.034) 0.335 
Special diet during pregnancy     
Yes 0.10 (0.02 – 1.3) - - - 
No 0.10 (0.01 – 9.0) 0.146 (-0.586 – 0.879) 0.692 
Country of birth     
Spain 0.10 (0.01 – 9.0) - - - 
Other 0.10 (0.05 – 2.9) 0.142 (-0.613 – 0.898) 0.710 
Place of residence last 10 years     
Urban 0.10 (0.01 – 6.6) - - - 
Rural 0.10 (0.01 – 9.0) 0.037 (-0.639 – 0.712) 0.914 
Education level     
Only Primary School 0.09 (0.02 – 2.7) - - - 
Secondary School 0.10 (0.01 – 9.0) -0.015 (-0.951 – 0.920) 0.974 
University 0.10 (0.01 – 6.6) 0.299 (-0.509 – 1.107) 0.465 
Occupational status     
Employed 0.10 (0.01 – 9.0) - - - 





Tabla SI-11. Capítulo 5. (Continuación). 
Variable Total-EP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Period working outside the home 
(years) 
- 0.007 (-0.042 – 0.056) 0.781 
Use of cosmetics at work     
Yes 0.10 (0.04 – 0.38) - - - 
No 0.10 (0.01 – 9.0) 0.351 (-0.508 – 1.210) 0.419 
Breastfed     
Yes 0.10 (0.01 – 9.0) - - - 
No 0.10 (0.02 – 6.6) -0.248 (-0.823 – 0.327) 0.394 
Physical exercise     
3 or more days/week 0.10 (0.01 – 2.9) - - - 
1 or 2 days/week 0.10 (0.05 – 1.5) 0.123 (-0.858 – 1.104) 0.804 
Occasionally 0.10 (0.02 – 9.0) 0.060 (-0.755 – 0.875) 0.884 
Never 0.10 (0.01 – 6.6) 0.025 (-0.835 – 0.884) 0.955 
Smoker     
Yes 0.03 (0.01 – 0.07) - - - 
Ex-smoker 0.10 (0.01 – 9.0) 1.480 (0.536 – 2.424) 0.002* 
Never 0.10 (0.03 – 6.6) 1.653 (0.721 – 2.585) 0.001* 
Child     
Gender     
Boy 0.10 (0.01 – 6.6) - - - 








Tabla SI-11. Capítulo 5. (Continuación). 
Variable Total-EP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Food consumption     
Frequency (g/month)     
Eggs - -1.96·10-4 (-0.001 – 0.001) 0.668 
Dairy products - -2.25·10-5 (-5.80·10-5 - 1.30·10-
5) 
0.211 
Meat products - -2.14·10-5 (-1.51·10-4 - 1.09·10-
4) 
0.745 
Fishery products - 5.31·10-5 (-4.66·10-5 - 1.53·10-
4) 
0.293 
Vegetables - 4.57·10-5 (9.98·10-6 - 8.14·10-
5) 
0.013* 
Fruits - 1.49·10-5 (-7.61·10-6 - 3.73·10-
5) 
0.192 
Legumes and cereals - 2.23·10-5 (-7.56·10-5 - 1.20·10-
4) 
0.653 
Oils and fats - 3.40·10-5 (-8.02·10-4 – 0.001) 0.934 
Pastries - 3.00·10-4 (9.78·10-5 – 0.001) 0.004* 
Miscellany - 1.30·10-4 (-3.41·10-6 - 2.64·10-
4) 
0.056 
Drinks (mL/month) - 2.32·10-5 (-4.83·10-5 - 1.88·10-
6) 
0.069 
Index-MED-DQI     
Good 0.10 (0.02 – 9.0) - - - 
Medium 0.10 (0.01 – 6.6) -0.245 (-0.758 – 0.269) 0.347 






Tabla SI-11. Capítulo 5. (Continuación). 
Variable Total-EP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Personal care products     
Skin care     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.10 (0.01 – 9.0) - - - 
Daily 0.10 (0.02 – 6.6) 472 (-0.147 – 1.092) 0.134 
Weekly or monthly 0.10 (0.02 – 1.5) -0.026 (-0.796 – 0.745) 0.947 
Perfume     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.10 (0.01 – 9.0) - - - 
Daily 0.10 (0.02 – 6.6) 0.057 (-0.576 – 0.689) 0.859 
Weekly or monthly 0.10 (0.02 – 4.1) 0.163 (-0.504 – 0.830) 0.628 
Deodorants     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.10 (0.10 – 6.6) - - - 
Daily or almost daily 0.10 (0.01 – 9.0) -0.563 (-1.468 – 0.342) 0.220 
Sunscreen     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.10 (0.01 – 9.0) - - - 
Daily 0.13 (0.02 – 6.63) 0.604 (-0.116 – 1.324) 0.099 
Several times a week 0.10 (0.05 – 0.34) -0.002 (-0.894 – 0.891) 0.997 








Tabla SI-11. Capítulo 5. (Continuación). 
Variable Total-EP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Hair colour     
Times/year - -0.006 (-0.065 – 0.052) 0.829 
Last application     
≤ 1 week 0.10 (0.09 – 0.27) - - - 
< 1 month 0.10 (0.01 – 1.2) 0.074 (-1.190 – 1.337) 0.908 
≥ 1 month, < 3 months 0.10 (0.01 – 6.6) 0.253 (-0.793 – 1.299) 0.632 
≥ 3 months 0.10 (0.04 – 2.7) 0.207 (-0.980 – 1.393) 0.730 
Never or before pregnancy 0.10 (0.01 – 9.0) -0.035 (-1.038 – 0.968) 0.945 
Lipstick     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.10 (0.01 – 9.0) - - - 
Daily 0.10 (0.10 – 0.27) -0.120 (-0.993 – 0.752) 0.785 
Weekly or monthly 0.10 (0.02 – 1.2) -0.304 (-1.017 – 0.410) 0.400 
Makeup     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.10 (0.01 – 6.6) - - - 
Daily 0.10 (0.02 – 0.89) -0.011 (-0.792 – 0.770) 0.978 
Several times a week 0.10 (0.01 – 1.23) -0.206 (-0.964 – 0.552) 0.591 
Monthly 0.10 (0.02 – 9.0) 0.441 (-0.297 – 1.178) 0.238 
Macronutrients     
Fat (g/100 mL) - 0.002 (-0.230 – 0.234) 0.987 
Protein (g/100 mL) - 1.469 (0.322 – 2.616) 0.013* 
Carbohydrate (g/100 mL) - -0.312 (-0.825 – 0.200) 0.230 
TS (g/100 mL) - 0.006 (-0.209 – 0.221) 0.957 
Energy (kcal/100 mL) - 0.001 (-0.024 – 0.026) 0.952 
*p-values <0.05 





Tabla SI-12. Capítulo 5. Relationship between total-PP levels in human milk and the characteristics and habits of the study population using 
simple linear robust regression 
Variable Total-PP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Mother     
Nº children     
1 0.10 (0.01 – 6.1) - - - 
2 0.11 (0.01 – 8.0) 0.202 (-0.376 – 0.781) 0.489 
3 or more 0.10 (0.01 – 0.75) -0.166 (-1.140 – 0.809) 0.737 
Age (years) - 0.001 (-0.059 – 0.061) 0.979 
Weight before pregnancy (kg) - -0.022 (-0.048 – 0.004) 0.099 
Height (cm) - 0.011 (-0.033 – 0.056) 0.617 
BMI before pregnancy (kg/m2) - -0.070 (-0.141 – 0.001) 0.052 
Special diet during pregnancy     
Yes 0.09 (0.01 – 0.69) - - - 
No 0.10 (0.01 – 8.0) 0.758 (-0.008 – 1.525) 0.053 
Country of birth     
Spain 0.10 (0.01 – 8.0) - - - 
Other 0.10 (0.01 – 0.69) -0.416 (-1.218 – 0.386) 0.306 
Place of residence last 10 years     
Urban 0.10 (0.01 – 6.1) - - - 
Rural 0.10 (0.01 – 3.8) 0.165 (-0.510 – 0.840) 0.629 
Education level     
Only Primary School 0.10 (0.02 – 0.75) - - - 
Secondary School 0.10 (0.01 – 4.0) 0.287 (-0.693 – 1.266) 0.563 
University 0.10 (0.01 – 8.0) 0.481 (-0.365 – 1.328) 0.262 
Occupational status     
Employed 0.10 (0.01 – 8.0) - - - 






Tabla SI-12. Capítulo 5. (Continuación). 
Variable Total-PP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Period working outside the home 
(years) 
- 0.026 (-0.024 – 0.076) 0.308 
Use of cosmetics at work     
Yes 0.10 (0.05 – 4.0) - - - 
No 0.10 (0.01 – 8.0) -0.144 (-1.047 – 0.759) 0.753 
Breastfed     
Yes 0.10 (0.01 – 8.0) - - - 
No 0.10 (0.01 – 6.1) 0.163 (-0.447 – 0.773) 0.597 
Physical exercise     
3 or more days/week 0.11 (0.01 – 0.47) - - - 
1 or 2 days/week 0.10 (0.02 – 5.0) 1.179 (0.190 – 2.167) 0.020* 
Occasionally 0.10 (0.01 – 8.0) 0.232 (-0.589 – 1.053) 0.576 
Never 0.10 (0.04 – 6.1) 0.327 (-0.538 – 1.193) 0.455 
Smoker     
Yes 0.08 (0.02 – 0.22) - - - 
Ex-smoker 0.10 (0.01 – 5.0) 0.803 (-0.229 – 1.835) 0.126 
Never 0.10 (0.01 – 8.0) 0.961 (-0.058 – 1.980) 0.064 
Child     
Gender     
Boy 0.10 (0.03 – 8.0) - - - 








Tabla SI-12. Capítulo 5. (Continuación). 
Variable Total-PP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Food consumption     
Frequency (g/month)     
Eggs - -1.36·10-4 (-0.001 – 0.001) 0.759 
Dairy products - 2.51·10-5 (-9.22·10-6 - 5.93·10-
5) 
0.150 
Meat products - 5.65·10-5 (-6.89·10-5 - 1.82·10-
4) 
0.373 
Fishery products - 5.06·10-6 (-9.20·10-5 - 1.02·10-
4) 
0.918 
Vegetables - -1.07·10-5 (-4.64·10-5 - 2.49·10-
5) 
0.553 
Fruits - -1.09·10-5 (-3.27·10-5 - 1.09·10-
5) 
0.324 
Legumes and cereals - -5.69·10-5 (-1.51·10-4 - 3.72·10-
5) 
0.233 
Oils and fats - -4.18·10-4 (-0.001 - 3.86·10-4) 0.305 
Pastries - 1.86·10-5 (-1.86·10-4 - 2.23·10-
4) 
0.857 
Miscellany - -2.28·10-5 (-1.55·10-4 - 1.09·10-4) 0.733 
Drinks (mL/month) - -1.01·10-5 (-3.47·10-5 - 1.46·10-
5) 
0.419 
Index-MED-DQI     
Good 0.10 (0.01 – 3.8) - - - 
Medium 0.10 (0.01 – 8.0) 0.083 (-0.458 – 0.624) 0.761 





Tabla SI-12. Capítulo 5. (Continuación). 
Variable Total-PP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Personal care products     
Skin care     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.10 (0.02 – 3.5) - - - 
Daily 0.10 (0.01 – 8.0) 0.616 (-0.030 – 1.261) 0.061 
Weekly or monthly 0.10 (0.01 – 3.2) -0.070 (-0.873 – 0.733) 0.863 
Perfume     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.10 (0.01 – 3.5) - - - 
Daily 0.12 (0.05 – 6.1) 1.097 (0.480 – 1.714) 0.001* 
Weekly or monthly 0.10 (0.01 – 8.0) 0.416 (-0.235 – 1.066) 0.207 
Deodorants     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.17 (0.02 – 6.1) - - - 
Daily 0.10 (0.01 – 8.0) -0.657 (-1.625 – 0.310) 0.310 
Sunscreen     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.10 (0.01 – 5.0) - - - 
Daily 0.10 (0.02 – 8.0) 0.119 (-0.670 – 0.909) 0.765 
Several times a week 0.10 (0.03 – 4.0) 0.106 (-0.873 – 1.085) 0.830 








Tabla SI-12. Capítulo 5. (Continuación). 
Variable Total-PP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Hair colour     
Times/year - 0.008 (-0.055 – 0.071) 0.801 
Last application     
≤ 1 week 0.14 (0.01 – 3.8) - - - 
< 1 month 0.10 (0.04 – 1.0) -0.192 (-1.504 – 1.120) 0.772 
≥ 1 month, < 3 months 0.10 (0.03 – 8.0) 0.155 (-0.932 – 1.242) 0.778 
≥ 3 months 0.10 (0.04 – 0.75) -0.334 (-1.567 – 0.899) 0.592 
Never or before pregnancy 0.10 (0.01 – 5.0) -0.339 (-1.381 – 0.702) 0.519 
Lipstick     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.10 (0.01 – 8.0) - - - 
Daily 0.12 (0.01 – 5.0) 0.004 (-0.917 – 0.926) 0.993 
Several times a week 0.10 (0.01 – 4.0) -0.208 (-0.962 – 0.545) 0.584 
Makeup     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.10 (0.01 – 6.1) - - - 
Daily 0.13 (0.08 – 8.0) 1.012 (0.197 – 1.827) 0.015* 
Several times a week 0.11 (0.04 – 0.7) 0.242 (-0.549 – 1.033) 0.545 
Monthly 0.10 (0.04 – 4.0) 0.653 (-0.117 – 1.422) 0.096 
Macronutrients     
Fat (g/100 mL) - 0.098 (-0.145 – 0.342) 0.424 
Protein (g/100 mL) - 1.434 (0.222 – 2.645) 0.021* 
Carbohydrate (g/100 mL) - -0.145 (-0.688 – 0.387) 0.596 
TS (g/100 mL) - 0.116 (-0.110 – 0.341) 0.310 
Energy (kcal/100 mL) - 0.013 (-0.014 – 0.039) 0.344 
*p-values <0.05 





Tabla SI-13. Capítulo 5. Relationship between total-BP levels in human milk and the characteristics and habits of the study population using 
simple linear robust regression. 
Variable Total-BP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Mother     
Nº children     
1 0.10 (0.04 – 0.70) - - - 
2 0.10 (0.02 – 1.3) -0.075 (-0.335 – 0.185) 0.567 
3 or more 0.10 (0.06 – 0.45) 0.250 (-0.189 – 0.688) 0.261 
Age (years) - -0.022 (-0.049 – 0.005) 0.111 
Weight before pregnancy (kg) - -0.007 (-0.018 – 0.005) 0.274 
Height (cm) - -0.006 (-0.026 – 0.014) 0.547 
BMI before pregnancy (kg/m2) - -0.015 (-0.047 – 0.017) 0.355 
Special diet during pregnancy     
Yes 0.10 (0.05 – 0.64) - - - 
No 0.10 (0.02 – 1.3) -0.106 (-0.452 – 0.240) 0.546 
Country of birth     
Spain 0.10 (0.03 – 1.3) - - - 
Other 0.10 (0.02 – 0.12) -0.225 (-0.580 – 0.130) 0.212 
Place of residence last 10 years     
Urban 0.10 (0.02 – 0.70) - - - 
Rural 0.10 (0.04 – 0.21) 0.079 (-0.205 – 0.364) 0.580 
Education level     
Only Primary School 0.10 (0.04 – 0.45) - - - 
Secondary School 0.09 (0.03 – 0.20) -0.092 (-0.534 – 0.351) 0.682 
University 0.10 (0.02 – 1.3) 0.116 (-0.266 – 0.499) 0.547 
Occupational status     
Employed 0.10 (0.02 – 1.3) - - - 





Tabla SI-13. Capítulo 5. (Continuación) 
Variable Total-BP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Period working outside the home 
(years) 
- -0.009 (-0.033 – 0.014) 0.426 
Use of cosmetics at work     
Yes 0.10 (0.06 – 0.12) - - - 
No 0.10 (0.02 – 1.3) 0.087 (-0.321 – 0.496) 0.673 
Breastfed     
Yes 0.10 (0.02 – 1.3) - - - 
No 0.10 (0.04 – 0.70) 0.119 (-0.160 – 0.398) 0.398 
Physical exercise     
3 or more days/week 0.10 (0.04 – 0.64) - - - 
1 or 2 days/week 0.10 (0.03 – 0.21) -0.065 (-0.513 – 0.383) 0.773 
Occasionally 0.10 (0.04 – 1.3) 0.052 (-0.320 – 0.424) 0.783 
Never 0.10 (0.03 – 0.70) 0.049 (-0.343 – 0.442) 0.804 
Smoker     
Yes 0.08 (0.04 – 0.11) - - - 
Ex-smoker 0.10 (0.03 – 0.45) 0.223 (-0.241 – 0.687) 0.343 
Never 0.10 (0.02 – 1.3) 0.428 (-0.031 – 0.886) 0.067 
Child     
Gender     
Boy 0.10 (0.02 – 1.3) - - - 








Tabla SI-13. Capítulo 5. (Continuación). 
Variable Total-BP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Food consumption     
Frequency (g/month)     
Eggs - -2.89·10-4 (-7.15·10-4 - 1.38·10-4) 0.182 
Dairy products - -5.64·10-6 (-2.26·10-5 - 1.13·10-5) 0.511 
Meat products - 7.71·10-6 (-5.41·10-5 - 6.95·10-5) 0.805 
Fishery products - -2.48·10-5 (-7.22·10-5 - 2.26·10-5) 0.302 
Vegetables - 1.08·10-5 (-6.62·10-6 - 2.82·10-5) 0.222 
Fruits - 1.26·10-5 (-2.31·10-5 - -2.16·10-
6) 
0.019* 
Legumes and cereals - -9.18·10-7 (-4.75·10-5 - 4.57·10-5) 0.969 
Oils and fats - -1.97·10-6 (-4.00·10-4 - 3.96·10-4) 0.992 
Pastries - 6.03·10-5 (-3.96·10-5 - 1.60·10-4) 0.234 
Miscellany - 2.93·10-5 (-3.53·10-5 - 9.38·10-5) 0.370 
Drinks (mL/month) - 4.47·10-6 (-7.63·10-6 - 1.66·10-5) 0.465 
Index-MED-DQI     
Good 0.10 (0.03 – 0.44) - - - 
Medium 0.10 (0.02 – 1.3) -0.066 (-0.310 – 0.179) 0.594 













Tabla SI-13. Capítulo 5. (Continuación). 
Variable Total-BP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Personal care products     
Skin care     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.09 (0.03 – 0.64) - - - 
Daily 0.10 (0.02 – 1.3) 0.116 (-0.176 – 0.409) 0.431 
Weekly or monthly 0.10 (0.04 – 0.36) -0.081 (-0.444 – 0.283) 0.660 
Perfume     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.10 (0.03 – 0.45) - - - 
Daily 0.10 (0.04 – 0.70) 0.181 (-0.117 – 0.479) 0.230 
Weekly or monthly 0.10 (0.02 – 1.3) 0.008 (-0.306 – 0.322) 0.961 
Deodorants     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.10 (0.02 – 1.3) - - - 
Daily or almost daily 0.10 (0.03 – 0.70) -0.041 (-0.492 – 0.410) 0.858 
Sunscreen     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.10 (0.02 – 0.45) - - - 
Daily 0.10 (0.06 – 1.3) 0.497 (0.168 – 0.827) 0.004* 
Several times a week 0.09 (0.07 – 0.21) -0.053 (-0.462 – 0.356) 0.796 
Monthly or occasionally 0.10 (0.03 – 0.10) -0.248 (-0.623 – 0.127) 0.192 
Hair colour     
Times/year - -0.007 (-0.034 – 0.021) 0.633 
Last application     
≤ 1 week 0.09 (0.04 – 0.44) - - - 
< 1 month 0.10 (0.07 – 0.15) 0.067 (-0.504 – 0.639) 0.815 
≥ 1 month, < 3 months 0.10 (0.04 – 1.3) 0.305 (-0.168 – 0.778) 0.203 
≥ 3 months 0.10 (0.06 – 0.45) 0.150 (-0.387 – 0.686) 0.581 





Tabla SI-13. Capítulo 5. (Continuación). 
Variable Total-BP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 
(Simple linear regression) 
CI 95% p-value 
Lipstick     
Frequency     
Never or before pregnancy 0.10 (0.03 – 1.3) - - - 
Daily 0.09 (0.02 – 0.15) -0.409 (-0.808 – -0.009) 0.045* 
Weekly or monthly 0.10 (0.05 – 0.16) -0.208 (-0.535 – 0.118) 0.208 
Makeup     
Frequency     
Never or before pregnancy   0.10 (0.03 – 0.70) - - - 
Daily 0.10 (0.02 – 1.3) 0.028 (-0.336 – 0.392) 0.878 
Several times a week 0.10 (0.05 – 0.25) -0.064 (-0.417 – 0.289) 0.720 
Monthly 0.10 (0.06 – 0.64) 0.218 (-0.126 – 0.562) 0.211 
Macronutrients     
Fat (g/100 mL) - 0.017 (-0.094 – 0.127) 0.764 
Protein (g/100 mL) - 0.257 (-0.306 – 0.820) 0.368 
Carbohydrate (g/100 mL) - 0.022 (-0.224 – 0.269) 0.858 
TS (g/100 mL) - 0.028 (-0.074 – 0.131) 0.587 
Energy (kcal/100 mL) - 0.003 (-0.009 – 0.015) 0.668 
*p-values <0.05 
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Tabla SI-15. Capítulo 5. EDI using the deterministic approach 
Parabens (µg/Kg bw-day) u-MP Total-MP u-EP Total-EP u-PP Total-PP u-BP Total-BP 
Milk intake rate GM  
(140 mL/kg bw-day) 
0.018 0.05 0.008 0.018 0.010 0.02 0.011 0.014 
Milk intake rate 95th 
percentile 
(190 mL/kg bw-day) 
0.02 0.07 0.011 0.02 0.013 0.03 0.02 0.02 





Figura SI-1. Capítulo 5. HPLC-MS/MS chromatograms of milk blank before and after spiking with parabens 
at the LoQ level. A) before spiking; B) after spiking; 1) MP SRM chromatograms; 2) EP SRM chromatograms; 
3) PP SRM chromatograms; 4) BP SRM chromatograms. For all analytes the blank milk area (A) was <30% of 





ANEXO CAPÍTULO 6 
 
Información suplementaria de ‘Risk assessment of exposure to phthalates in breastfeeding women using human biomonitoring’ 
 
 
Tabla de información suplementaria 
Tipo Tabla de información suplementaria Página 
Tabla SI-1 Food consumption by groups in the population (nº rations/last 72h) and Index MED-DQI 350 
Tabla SI-2 Frequency of use of personal care products 351 
Tabla SI-3 Chromatographic conditions 352 
Tabla SI-4 Mass spectrometer ionization settings 352 
Tabla SI-5 SRM transitions, fragmentation conditions, retention time for the analytes studied and the isotopically labelled internal 
standards (ILIS) used. 
353 
Tabla SI-6  Method validation parameters 354 
Tabla SI-7 Biomonitoring equivalents (BE) and HBM I guidance values for phthalates in urine 355 
Tabla SI-8 Levels of urinary creatinine of mothers in the Valencian Region. 356 
Tabla SI-9 Spearman's correlation coefficients between levels of phthalate metabolites in urine 356 
Tabla SI-10 Relationship between MBzP levels in human milk with the characteristics and habits of the study population using simple linear 
robust regression 
357 
Tabla SI-11 Relationship between MiBP levels in human milk with the characteristics and habits of the study population using simple linear 
robust regression 
360 
Tabla SI-12 Relationship between MnBP levels in human milk with the characteristics and habits of the study population using simple linear 
robust regression 
364 
Tabla SI-13 Relationship between MEP levels in human milk with the characteristics and habits of the study population using simple linear 
robust regression 
367 
Tabla SI-14 Relationship between DEHP (as sum of 5 metabolites) levels in human milk with the characteristics and habits of the study 








Tabla SI-1. Capítulo 6. Food consumption by groups in the population (nº rations/last 72h) and Index MED-DQI 
Food consumption by groups (g/month) Median (minimum - maximum) 
Eggs 1 (0 - 6) 
Meat products group 5 (0 – 10) 
Fishery products group 2 (0 – 7) 
Dairy products group 6 (0 – 17) 
Vegetables group 3 (0 – 12) 
Fruits group 6 (0 – 15) 
Legumes and cereals group 6 (2 – 20) 
Oils and fats group 6 (0 – 21) 
Packaged juice 0 (0 – 12) 
Index MED-DQIa 5 (0 - 8) 
Good 50 (48.1)b 
Medium (Half-good or Half-poor) 54 (51.9)b 
                      aValues expressed in arbitray units (a.u.) 








Tabla SI-2. Capítulo 6. Frequency of use of personal care products. 
Personal care products n (%) 
Skin care  
Frequency  
Never or before pregnancy   23 (22.3) 
Daily 58 (56.3) 
Weekly or monthly 22 (21.4) 
Missing data 1 
Perfume  
Frequency  
Never or before pregnancy   49 (49) 
Daily 27 (27) 
Weekly or monthly 24 (24) 
Missing data 4 
Deodorants  
Frequency  
Not daily   13 (13.5) 
Daily 83 (86.5) 
Missing data 8 
Sunscreen  
Frequency  
Never or before pregnancy   64 (64) 
Daily 14 (14) 
Sometimes (Weekly, monthly or occasionaly)  22 (22) 
Missing data 4 
  
Hair colour last application  
≤1 month 16 (15.8) 
>1 month 39 (38.6) 
Never or before pregnancy 46 (45.5) 
Missing data 3 
Lipstick  
Frequency  
Never or before pregnancy   76 (73.1) 
Daily or sometimes 28 (26.9) 
Makeup  
Frequency  
Never or before pregnancy   58 (56.9) 
Daily 13 (12.7) 
Sometimes (Weekly, monthly or occasionaly) 31 (30.4) 





Tabla SI-3. Capítulo 6. Chromatographic conditions 
Time (min) Mobile phase A (%)        
H2O (HAc 0.1%) 
Mobile phase B (%) 
MeOH:ACN (90:10, 
v/v) (HAc 0.1%) 
Flow (mL/min) Temperature 
(ºC) 
0.0 70 30 0.4 50 
2.0 70 34 0.4 50 
4.1 60 40 0.4 50 
6.1 45 55 0.4 50 
8.1 20 80 0.4 50 
8.5 0 100 0.4 50 
10.0 70 30 0.4 50 
12.0 70 30 0.4 50 
 
 
Tabla SI-4. Capítulo 6. Mass spectrometer ionization settings 
Ionization source H-ESI 
Ionization mode Negative 
Spray voltage (V)         2500      
Sheath gas (a.u.)                                               45
Aux gas (a.u.)                                                  13
Sweep Gas (a.u.)                                               1




temperature (ºC)  
358 
H-ESI (Heated electrospray ionization) 








Tabla SI-5. Capítulo 6. SRM transitions, fragmentation conditions, retention time for the analytes studied and the isotopically labelled internal 
standards (ILIS) used. 




CE (V) RF Lens 
(V) 





































































MMP 1.17 MEOHP-13C4 179.17 77.11 (Q) 17.8 45 
























MEOHP-13C4 7.01 - 295.18 143.18 (Q) 14.5 65 
MBP-13C2 6.67 - 225.15 79.17 (Q) 17.9 55 
CE (Collision energy) 
RF (Radio frequency) 
Q (Quantification ion) 






Tabla SI-6. Capítulo 6. Method validation parameters 




Accuracy (Recovery (%)) Precision (RSD (%)) Uncertainty /%) 
Low Medium High Low Medium High Low Medium High 
MECPP 0.998 - 1.000 1.0 1.0 - 100 98a 92a 92a 12 a 6 a 5 a 28 a 14 a 12 a 
MEHHP 0.999 - 1.000 2.0 2.0 - 200 97b 93b 92b 10 b 5 b 5 b 24 b 11 b 11 b 
MEOHP 0.996 - 1.000 0.5 0.5 - 50 101c 96c 93c 12 c 10 c 12 c 28 c 23 c 27 c 
MCPP 0.993 - 0.999 2.0 2.0 - 200 89b 94b 100b 19 b 10 b 9 b 44 b 23 b 21 b 
2cx-MMHP 0.999 - 1.000 2.0 2.0 - 200 101b 92b 92b 13 b 7 b 5 b 31 b 15 b 13 b 
MBzP 0.997 - 1.000 1.0 1.0 - 100 104a 94a 92a 14 a 5 a 5 a 32 a 11 a 13 a 
MCHP 1.000 - 1.000 0.5 0.5 - 50 98c 93c 93c 10 c 5 c 5 c 24 c 11 c 12 c 
MEP 0.986 - 1.000 2.0 2.0 - 200 98b 94b 93b 11 b 13 b 8 b 25 b 30 b 18 b 
MiBP 0.998 - 0.999 2.0 2.0 - 200 98b 95b 91b 11 b 6 b 7 b 26 b 15 b 17 b 
MiNP 0.998 - 1.000 0.5 0.5 - 50 105c 92c 93c 10 c 7 c 7 c 23 c 16 c 17 c 
MMP 0.997 - 1.000 1.0 1.0 - 100 109a 97a 102a 21 a 9 a 12 a 50 a 22 a 27 a 
MEHP 0.999 - 1.000 1.0 1.0 - 100 78a 92a 92a 12 a 6 a 5 a 40 a 17 a 11 a 
MOP 0.999 - 1.000 0.5 0.5 - 50 99c 92c 94c 17 c 7 c 5 c 28 c 13 c 12 c 
MnBP 0.999 - 1.000 0.5 0.5 - 50 96c 91c 90c 20 5 c 8 c 46 c 11 c 18 c 
LoQ (Limit of quantification); Linear dynamic range (LDR); Relative standard deviation (RSD) 
aLow (1.0 ng/mL); Medium (10 ng/mL); High (100 ng/mL) 
bLow (2.0 ng/mL); Medium (20 ng/mL); High (200 ng/mL) 



















Tabla SI-7. Capítulo 6. Biomonitoring equivalents (BE) and HBM I guidance values for phthalates in urine 


















DEHP (as the 













3200 (4100) 1100 (1400) - Aylward et al 
2009a 
DEHP (as the 





- - - - - 300* Schulz et al., 
2012 
 





- - - 
 
 
















1400 (1800) 2700 
(3500) 
- - 200 (280) - Aylward et al 
2009b 
DiNP (as 
MiNP) ng/mL  
- - - - 0.5** - (Hays et al., 
2011) 
*For women of reproductive age 





Tabla SI-8. Capítulo 6. Levels of urinary creatinine of mothers in the Valencian Region. 
Parameter Median (minimum - maximum) 
Creatinine (g/L) 1.04 (0.32 – 2.41)* 




Tabla SI-9. Capítulo 6. Spearman's correlation coefficients between levels of phthalate metabolites in urine 
Analyte BzBP (as MBzP) 
(μg/g creat) 
DiBP (as MiBP) 
(μg/g creat) 
DnBP (as MnBP) 
(μg/g creat) 
DEP (as MEP) 
(μg/g creat) 
DEHP (as sum of 
five metabolites) 
(μg/g creat) 
BzBP (as MBzP) 
(μg/g creat) 
- 0.171 0.279* 0.152 0.378** 
DiBP (as MiBP) 
(μg/g creat) 
- - 0.622** 0.176 0.421** 
DnBP (as MnBP) 
(μg/g creat) 
- - - 0.307* 0.416** 
DEP (as MEP) 
(μg/g creat) 
- - - - 0.074 
DEHP (as sum of 
five metabolites) 
(μg/g creat) 
- - - - - 











Tabla SI-10. Capítulo 6. Relationship between MBzP levels in human milk with the characteristics and habits of the study population using simple linear robust regression 
Variable MBzP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Mother     
Nº children     
Primipara mother 2.20 (0.39 – 16.70) - - - 
2 or more children 1.96 (0.36 – 10.80) -0.151 0.186 0.420 
Age (years) - -0.023 0.021 0.263 
Weight before pregnancy (kg) - -0.002 0.010 0.263 
Height (cm) - -0.004 0.014 0.759 
BMI before pregnancy (kg/m2) - 0.002 0.026 0.942 
Special diet during pregnancy     
Yes 1.74 (0.63 – 4.80) - - - 
No 2.20 (0.36 – 16.70) -0.057 0.275 0.835 
Country of birth     
Spain 2.05 (0.39 – 16.70) - - - 
Other 2.50 (0.36 – 5.70) -0.089 0.266 0.740 
Place of residence last 10 years     
Urban 1.83 (0.36 – 16.70) - - - 
Rural 3.00 (1.00 – 14.27) 0.540 0.254 0.036** 
Education level     
Only Primary School 2.00 (0.55 – 3.60) - - - 
Secondary School 2.10 (0.36 – 6.27) 0.120 0.348 0.731 
University 2.13 (0.43 – 16.70) 0.113 0.305 0.713 
Occupational status     
Employed 1.91 (0.36 – 14.27) - - - 
Unemployed 4.18 (1.07 – 16.70) 0.496 0.264 0.063* 
Period working outside the home 
(years) 






Tabla SI-10. Capítulo 6. (Continuación) 
Variable MBzP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Physical exercise     
3 or more days/week 1.50 (0.43 – 5.70) -  - 
1 or 2 days/week 1.70 (0.36 – 14.27) 0.010 0.327 0.975 
Occasionally 2.80 (0.39 – 16.70) 0.184 0.272 0.678 
Never 2.00 (0.70 – 7.14) 0.018 0.308 0.954 
Smoker     
Yes 2.66 (0.39 – 5.70) -  - 
Ex-smoker 1.87 (0.43 – 13.54) 0.009 0.406 0.981 
Never 2.32 (0.36 – 16.70) -0.084 0.402 0.835 
Food consumption     
nº rations previous 72h     
Eggs - -0.084 0.097 0.389 
Packaged juice - 0.040 0.049 0.411 
Meat products group - -0.016 0.050 0.755 
Fishery products group - -0.025 0.061 0.688 
Dairy products group - -0.032 0.025 0.212 
Vegetables group - 0.048 0.044 0.278 
Fruits group - 0.010 0.028 0.734 
Legumes and cereals group - -0.012 0.028 0.673 
Oils and fats group - 0.011 0.029 0.694 
Index-MED-DQI     
Good 2.32 (0.39 – 16.70) -  - 





Tabla SI-10. Capítulo 6. (Continuación) 
Variable MBzP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Personal care products     
Skin care     
Frequency     
Never or before pregnancy 1.61 (0.43 – 14.27) - - - 
Daily 2.20 (0.36 – 16.70) 0.140 0.228 0.542 
Weekly or monthly 2.05 (0.39 – 10.80) 0.109 0.276 0.693 
Perfume     
Frequency     
Never or before pregnancy 2.80 (0.43 – 16.70) -  - 
Daily 1.83 (0.39 – 10.80) -0.322 0.224 0.153* 
Weekly or monthly 2.19 (0.36 – 14.27) -0.220 0.233 0.348 
Deodorants     
Frequency     
Not daily 2.50 (0.72 – 4.10) -  - 
Daily 2.00 (0.36 – 16.70) -0.181 0.278 0.516 
Sunscreen     
Frequency     
Never or before pregnancy   2.59 (0.36 – 14.27) -  - 
Daily 2.29 (0.55 – 10.80) 0.092 0.274 0.739 
Sometimes 1.44 (0.58 – 16.70) -0.208 0.230 0.368 
Hair colour     
Last application     
≤ 1 month 1.44 (0.79 – 4.07) -  - 
> 1 month 1.99 (0.39 – 16.70) -0.105 0.280 0.711 
Never or before pregnancy 2.47 (0.36 – 10.80) -0.046 0.275 0.867 
Lipstick     
Frequency     
Never or before pregnancy 2.20 (0.39 – 14.27) -  - 





Tabla SI-10. Capítulo 6. (Continuación) 
Variable MBzP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Makeup     
Frequency     
Never or before pregnancy   2.12 (0.36 – 14.27) -  - 
Daily 1.19 (0.55 – 4.70) -0.230 0.232 0.416 
Sometimes 2.5 (0.68 – 16.70) 0.163 0.205 0.428 
Urinary levels     






Tabla SI-11. Capítulo 6. Relationship between MiBP levels in human milk with the characteristics and habits of the study population using simple linear 
robust regression. 
Variable MiBP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Mother     
Nº children     
Primipara mother 10.84 (4.50 – 88.40) - - - 
2 or more children 13.25 (1.70 – 89.40) 0.283 0.181 0.120* 
Age (years) - -0.024 0.020 0.221 
Weight before pregnancy (kg) - -0.009 0.009 0.317 
Height (cm) - 0.001 0.014 0.929 
BMI before pregnancy (kg/m2) - -0.031 0.025 0.204 
Special diet during pregnancy     
Yes 11.04 (4.50  – 60.20) - - - 





Tabla SI-11. Capítulo 6. (Continuación). 
Variable MiBP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Country of birth     
Spain 10.47 (1.70 – 89.40) - - - 
Other 16.90 (6.41– 60.20) 0.442 0.254 0.085* 
Place of residence last 10 years     
Urban 11.30 (1.70 – 89.40) - - - 
Rural 20.30 (4.70 – 78.60) 0.312 0.248 0.211 
Education level     
Only Primary School 7.89 (5.03 – 12.80) - - - 
Secondary School 13.14 (4.58 – 60.20) 0.316 0.334 0.346 
University 12.04 (1.70 – 89.40) 0.015 0.293 0.958 
Occupational status     
Employed 10.82 (1.70 – 78.60) - - - 
Unemployed 16.91 (4.61 – 89.40) 0.244 0.262 0.355 
Period working outside home 
(years) 
- -0.004 0.017 0.823 
Physical exercise     
3 or more days/week 8.99 (1.70 – 60.20) -  - 
1 or 2 days/week 12.62 (4.70– 30.37) 0.485 0.310 0.121* 
Occasionally 11.30 (3.90 – 89.40) 0.347 0.258 0.182* 
Never 13.12 (2.70 – 61.80) 0.390 0.293 0.186* 
Smoker     
Yes 7.66 (4.61– 22.70) -  - 
Ex-smoker 12.04 (2.70 – 88.40) 0.297 0.398 0.458 







Tabla SI-11. Capítulo 6. (Continuación). 
Variable MiBP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Food consumption     
nº rations previous 72h     
Eggs - -0.084 0.094 0.369 
Packaged juice - 0.164 0.044 <0.001** 
Meat products group - 0.049 0.049 0.315 
Fishery products group - -0.063 0.060 0.295 
Dairy products group - -0.035 0.025 0.167* 
Vegetables group - 0.055 0.043 0.201 
Fruits group - -0.013 0.028 0.647 
Legumes and cereals group - -0.018 0.027 0.512 
Oils and fats group - -0.009 0.028 0.754 
Index-MED-DQI     
Good 10.83 (1.70 – 78.60) -  - 
Medium 12.96 (2.70– 89.40) -0.115 0.180 0.523 
Personal care products     
Skin care     
Frequency     
Never or before pregnancy 12.60 (2.70 – 43.40) -  - 
Daily 11.84 (1.70 – 89.40) -0.118 0.225 0.600 
Weekly or monthly 10.47 (3.90 – 60.20) -0.222 0.273 0.417 
Perfume     
Frequency     
Never or before pregnancy 11.30 (2.70 – 88.40) -  - 
Daily 12.80 (1.70 – 89.40) 0.122 0.221 0.584 






Tabla SI-11. Capítulo 6. (Continuación). 
Variable MiBP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Deodorants     
Frequency     
Not daily 14.70 (4.58 – 43.40) -  - 
Daily 11.20 (1.70 – 89.40) -0.049 0.267 0.854 
Sunscreen     
Frequency     
Never or before pregnancy   12.70 (1.70 – 88.40) -  - 
Daily 13.95 (4.50 – 89.40) 0.121 0.271 0.658 
Sometimes 10.83 (2.70– 53.70) -0.284 0.227 0.215 
Hair colour     
Last application     
≤ 1 month 10.38 (1.70 – 21.33) -  - 
> 1 month 11.19 (3.90 – 88.40) 0.010 0.266 0.969 
Never or before pregnancy 12.89 (2.70 – 89.40) 0.048 0.260 0.855 
Lipstick     
Frequency     
Never or before pregnancy 12.16 (2.70 – 89.40) -  - 
Daily or sometimes 10.88 (1.70 – 60.20) 0.054 0.203 0.790 
Makeup     
Frequency     
Never or before pregnancy   12.61 (2.70 – 89.40) -  - 
Daily 9.54(1.70 – 88.40) -0.175 0.276 0.526 
Sometimes 10.00 (4.50– 61.80) -0.217 0.200 0.280 
Urinary levels     







Tabla SI-12. Capítulo 6. Relationship between MnBP levels in human milk with the characteristics and habits of the study population using simple linear 
robust regression 
 
Variable MnBP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Mother     
Nº children     
Primipara mother 10.56 (2.88 – 35.62) - - - 
2 or more children 12.60 (0.43 – 148.80) 0.062 0.186 0.741 
Age (years) - -0.032 0.021 0.119* 
Weight before pregnancy (kg) - -0.011 0.010 0.277 
Height (cm) - -0.017 0.015 0.250 
BMI before pregnancy (kg/m2) - -0.016 0.026 0.541 
Special diet during pregnancy     
Yes 6.95 (4.09 – 50.30) - - - 
No 12.35 (0.43– 148.80) -0.013 0.279 0.963 
Country of birth     
Spain 11.50 (0.43 – 148.80) - - - 
Other 12.40 (3.35 – 53.80) 0.301 0.270 0.266 
Place of residence last 10 years     
Urban 11.95 (0.43 – 52.80) - - - 
Rural 12.70 (3.50 – 148.80) 0.207 0.260 0.428 
Education level     
Only Primary School 6.28 (3.35 – 12.50) - - - 
Secondary School 12.21 (2.88 – 52.80) 0.449 0.340 0.191* 
University 12.55 (0.43 – 148.80) 0.230 0.299 0.443 
Occupational status     
Employed 10.60 (0.43 – 148.80) - - - 






Tabla SI-12. Capítulo 6. (Continuación). 
Variable MnBP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Period working outside home 
(years) 
- -0.024 0.017 0.153* 
Physical exercise     
3 or more days/week 9.19 (0.43 – 50.30) -  - 
1 or 2 days/week 15.00 (2.88 – 52.80) 0.408 0.315 0.199* 
Occasionally 12.11 (3.35 – 148.80) 0.308 0.263 0.244 
Never 12.70 (1.79 – 50.00) 0.072 0.297 0.809 
Smoker     
Yes 8.81 (3.60 – 27.10) -  - 
Ex-smoker 12.26 (1.79 – 50.00) -0.157 0.406 0.699 
Never 12.20 (0.43 – 148.80) -0.271 0.401 0.501 
Food consumption     
nº rations previous 72h     
Eggs - -0.011 0.095 0.912 
Packaged juice - 0.088 0.044 0.070* 
Meat products group - 0.016 0.050 0.743 
Fishery products group - -0.010 0.061 0.875 
Dairy products group - -0.033 0.025 0.195* 
Vegetables group - 0.021 0.044 0.633 
Fruits group - 0.002 0.028 0.938 
Legumes and cereals group - -0.043 0.027 0.115* 





Tabla SI-12. Capítulo 6. (Continuación). 
Variable MnBP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Index-MED-DQI     
Good 10.60 (0.43 – 148.80) -  - 
Medium 12.68 (1.79 – 52.80) -0.003 0.183 0.989 
Personal care products     
Skin care     
Frequency     
Never or before pregnancy 12.98 (1.79 – 50.00) -  - 
Daily 12.03(0.43 – 148.80) 0.029 0.232 0.903 
Weekly or monthly 12.10 (3.35– 50.30) -0.030 0.281 0.915 
Perfume     
Frequency     
Never or before pregnancy 11.95 (1.79 – 50.30) -  - 
Daily 11.81 (0.43 – 50.00) 0.087 0.223 0.698 
Weekly or monthly 12.30 (3.35 – 148.80) 0.309 0.232 0.185* 
Deodorants     
Frequency     
Not daily 14.10 (2.70 – 21.52) -  - 
Daily 12.10 (0.43 – 148.80) 0.155 0.276 0.575 
Sunscreen     
Frequency     
Never or before pregnancy   12.21 (0.43 – 148.80) -  - 
Daily 12.78 (3.35 – 42.70) 0.164 0.278 0.557 
Sometimes 10.82 (1.79 – 50.00) -0.056 0.233 0.810 
Hair colour     
Last application     
≤ 1 month 10.02 (0.43 – 16.51) -  - 
> 1 month 11.80 (2.88 – 35.62) 0.108 0.278 0.699 





Tabla SI-12. Capítulo 6. (Continuación). 
Variable MnBP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Lipstick     
Frequency     
Never or before pregnancy 12.25 (1.79 – 148.80) -  - 
Daily or sometimes 12.03 (0.43 – 52.80) 0.230 0.204 0.262 
Makeup     
Frequency     
Never or before pregnancy   12.45 (1.79 – 148.80) -  - 
Daily 7.09 (0.43 – 30.60) -0.299 0.288 0.301 
Sometimes 12.21 (3.50 – 27.10) -0.181 0.209 0.389 
Urinary levels     





Tabla SI-13. Capítulo 6. Relationship between MEP levels in human milk with the characteristics and habits of the study population using simple linear 
robust regression 
 
Variable MEP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Mother     
Nº children     
Primipara mother 31.65 (3.00 – 1291.00) - - - 
2 or more children 34.88 (2.44 – 196.57) 0.158 0.225 0.485 
Age (years) - -0.024 0.025 0.347 
Weight before pregnancy (kg) - 0.002 0.012 0.883 





Tabla SI-13. Capítulo 6. (Continuación). 
Variable MEP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





BMI before pregnancy (kg/m2) - 0.023 0.032 0.471 
Special diet during pregnancy     
Yes 30.80 (2.44 – 170.70) - - - 
No 32.97 (3.00 – 1291.00) 0.100 0.337 0.767 
Country of birth     
Spain 31.60 (2.44 – 1291.00) - - - 
Other 43.20 (10.90 – 170.70) 0.357 0.323 0.272 
Place of residence last 10 years     
Urban 33.09 (2.44 – 1291.00) - - - 
Rural 25.10 (13.60 – 145.00) -0.032 0.309 0.918 
Education level     
Only Primary School 26.20 (5.91 – 120.80) - - - 
Secondary School 46.35 (2.44 – 170.70) -0.187 0.414 0.652 
University 31.72 (3 – 1291.00) -0.371 0.364 0.310 
Occupational status     
Employed 31.72 (2.44 – 446.50) - - - 
Unemployed 72.39 (12.31 – 1291.00) 0.310 0.323 0.340 
Period working outside home 
(years) 
- -0.015 0.021 0.477 
Physical exercise     
3 or more days/week 32.62 (2.44 – 170.70) -  - 
1 or 2 days/week 30.42 (10.99 – 446.50) 0.176 0.379 0.643 
Occasionally 51.47 (3.00 – 1291.00) 0.530 0.316 0.097 
Never 27.28 (3.34 – 133.90) 0.091 0.358 0.800 
Smoker     
Yes 69.55 (12.31 – 80.20) -  - 
Ex-smoker 27.55 (2.44 – 1291.00) -0.172 0.489 0.726 





Tabla SI-13. Capítulo 6. (Continuación). 
Variable MEP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Food consumption     
nº rations previous 72h     
Eggs - 0.160 0.112 0.158 
Packaged juice - 0.163 0.055 0.004** 
Meat products group - 0.023 0.060 0.697 
Fishery products group - -0.040 0.073 0.588 
Dairy products group - -0.008 0.031 0.790 
Vegetables group - -0.016 0.053 0.769 
Fruits group - -0.012 0.034 0.730 
Legumes and cereals group - -0.050 0.033 0.132* 
Oils and fats group - -0.002 0.034 0.964 
Index-MED-DQI     
Good 32.18 (3.00 – 196.57) -  - 
Medium 34.75 (2.44 – 1291.00) 0.040 0.221 0.856 
Personal care products     
Skin care     
Frequency     
Never or before pregnancy 25.00 (3.00– 120.80) -  - 
Daily 40.01 (5.91 – 1291.00) 0.434 0.274 0.126* 
Weekly or monthly 39.46 (2.44 – 170.70) 0.471 0.332 0.160* 
Perfume     
Frequency     
Never or before pregnancy 27.28 (2.44 – 1291.00) -  - 
Daily 34.64 (9.58 – 446.50) 0.157 0.267 0.557 






Tabla SI-13. Capítulo 6. (Continuación). 
Variable MEP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Deodorants     
Frequency     
Not daily 15.63 (2.44 – 196.57) -  - 
Daily 39.46 (5.91 – 1291.00) 0.467 0.332 0.163* 
Sunscreen     
Frequency     
Never or before pregnancy   28.85 (3.00 – 1291.00) -  - 
Daily 56.65 (17.40 – 133.90) 0.217 0.338 0.523 
Sometimes 36.15 (2.44 – 120.80) 0.035 0.283 0.903 
Hair colour     
Last application     
≤ 1 month 20.41 (3.00 – 196.57) -  - 
> 1 month 43.28 (9.24 – 1291.00) 0.160 0.335 0.634 
Never or before pregnancy 32.41 (2.44 – 446.50) -0.248 0.327 0.451 
Lipstick     
Frequency     
Never or before pregnancy 31.65 (2.44 – 1291.00) -  - 
Daily or sometimes 43.28 (9.58 – 446.50) 0.564 0.245 0.023** 
Makeup     
Frequency     
Never or before pregnancy   32.27 (3.00 – 170.70) -  - 
Daily 28.25 (9.58 – 1291.00) 0.437 0.352 0.217 
Sometimes 34.64 (2.44 – 196.57) 0.208 0.255 0.416 
Urinary levels     







Tabla SI-14. Capítulo 6. Relationship between DEHP (as sum of five metabolites) levels in human milk with the characteristics and habits of the study 
population using simple linear robust regression 
 
Variable DEHP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Mother     
Nº children     
Primipara mother 32.56 (7.51 – 1978.90) - - - 
2 or more children 38.35 (5.67 – 454.20) 0.162 0.176 0.358 
Age (years) - -0.018 0.020 0.366 
Weight before pregnancy (kg) - -0.014 0.009 0.139* 
Height (cm) - 0.002 0.014 0.902 
BMI before pregnancy (kg/m2) - -0.039 0.024 0.116* 
Special diet during pregnancy     
Yes 36.56 (12.77 – 294.85) - - - 
No 34.66 (5.67 – 1978.90) -0.272 0.623 0.302 
Country of birth     
Spain 33.03 (5.67 – 1978.90) - - - 
Other 57.90 (21.42 – 137.40) 0.384 0.249 0.126* 
Place of residence last 10 years     
Urban 35.00 (5.67 – 1978.90) - - - 
Rural 33.71 (13.75 – 86.16) 0.180 0.250 0.718 
Education level     
Only Primary School 36.79 (21.42 – 51.00) - - - 
Secondary School 36.10 (10.31 – 137.40) -0.039 0.319 0.904 
University 34.01 (5.67 – 1978.90) -0.288 0.230 0.306 
Occupational status     
Employed 33.37 (5.67 – 1978.90) - - - 
Unemployed 72.31 (10.31 – 454.20) 0.500 0.253 0.051* 
Period working outside home 
(years) 





Tabla SI-14. Capítulo 6. (Continuación). 
Variable DEHP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Physical exercise     
3 or more days/week 41.91 (5.67 – 85.50) -  - 
1 or 2 days/week 26.60 (7.51 – 121.17) -0.231 0.311 0.459 
Occasionally 39.40 (10.31 – 1978.90) 0.136 0.259 0.601 
Never 36.28 (6.79– 330.87) 0.084 0.293 0.774 
Smoker     
Yes 34.35 (11.22– 124.50) -  - 
Ex-smoker 34.36 (6.79 – 330.87) -0.060 0.388 0.878 
Never 35.80 (5.67 – 1978.90) -0.095 0.384 0.806 
Food consumption     
nº rations previous 72h     
Eggs - 0.091 0.208 0.835 
Packaged juice - 0.048 0.046 0.297 
Meat products group - 0.025 0.047 0.603 
Fishery products group - -0.056 0.058 0.337 
Dairy products group - -0.044 0.024 0.073* 
Vegetables group - 0.065 0.041 0.123* 
Fruits group - -0.004 0.027 0.878 
Legumes and cereals group - 0.010 0.026 0.691 
Oils and fats group - -0.005 0.027 0.842 
Index-MED-DQI     
Good 33.37 (5.67 – 1978.90) -  - 








Tabla SI-14. . Capítulo 6. (Continuación). 
Variable DEHP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Personal care products     
Skin care     
Frequency     
Never or before pregnancy 46.70 (6.79 – 330.87) -  - 
Daily 29.32 (5.67 – 454.20) -0.279 0.216 0.198* 
Weekly or monthly 38.30 (16.22 – 1978.90) -0.338 0.261 0.197 
Perfume     
Frequency     
Never or before pregnancy 34.31 (6.79 – 1978.90) -  - 
Daily 30.76 (5.67 – 454.20) -0.205 0.214 0.341 
Weekly or monthly 38.30 (11.64 – 85.12) -0.110 0.223 0.624 
Deodorants     
Frequency     
Not daily 46.70 (13.75– 330.87) -  - 
Daily 33.71 (5.67 – 1978.90) -0.310 0.253 0.222 
Sunscreen     
Frequency     
Never or before pregnancy   35.64 (5.67 – 294.85) -  - 
Daily 37.07 (17.99 – 1978.90) 0.077 0.263 0.769 
Sometimes 29.50 (6.79 – 330.87) -0.203 0.220 0.360 
Hair colour     
Last application     
≤ 1 month 33.85 (5.67 – 63.08) -  - 
> 1 month 34.01 (7.51 – 294.85) 0.019 0.258 0.941 
Never or before pregnancy 35.64 (6.79 – 1978.90) -0.171 0.252 0.500 
Lipstick     
Frequency     
Never or before pregnancy 37.29 (6.79 – 1978.90) -  - 





Tabla SI-14. . Capítulo 6. (Continuación). 
Variable DEHP levels Median 
(minimum-maximum) 
Estimated parameters 





Makeup     
Frequency     
Never or before pregnancy   38.85 (6.79 – 1978.90) -  - 
Daily 21.60 (5.67 – 137.40) -0.332 0.272 0.226 
Sometimes 35.16 (7.51 – 294.85) -0.171 0.197 0.389 
Urinary levels     
Creatinine (g/L) - 1.106 0.126 <0.001** 
*p-values <0.20 
**p-values <0.05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
 
 
 
